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resumo O objectivo principal deste trabalho foi o estudo do efeito de tratamentos de 
pressão na cinética de inactivação térmica e reactivação da enzima 
peroxidase, tendo por base resultados obtidos num trabalho anterior (Sousa 
e Saraiva, 2001), onde se verificou que os tratamentos por pressão 
influenciavam a estabilidade térmica da enzima. Numa primeira fase deste 
trabalho procedeu-se ao estudo do efeito de pressões superiores às usadas 
no trabalho anterior onde se verificou que os tratamentos a pressões 
superiores apresentam o mesmo efeito estabilizador para temperaturas de 
inactivação próximas da temperatura de desnovelamento (80-85ºC), pelo 
que poderá afectar a temperatura de desnovelamento da enzima. Numa 
segunda fase deste trabalho procedeu-se ao estudo da inactivação térmica 
e reactivação da enzima com base nos parâmetros cinéticos determinados. 
Verificou-se o aumento da quantidade de enzima que se perde na segunda 
fase da inactivação com o aumento das temperaturas usadas nas 
inactivações e pressões, uma vez que se verifica aumento do parâmetro 
cinético . Verifica-se também uma estabilização da primeira fase de 
inactivação, uma vez que o valor do parâmetro cinético k1 diminui. Com a 
reactivação verificou-se uma diminuição do valor dos parâmetros cinéticos k1 
e k2, enquanto para  aumenta para as temperaturas até 80ºC diminuindo 
para as temperaturas superiores. Procedeu-se ainda ao estudo do efeito da 
concentração da enzima onde se concluiu que a concentração da enzima 
influencia a sua estabilidade térmica. Por fim procedeu-se ao estudo do 
efeito da solução de tampão uma vez que a usada no trabalho anterior 
(tampão fosfato) é diferente da usada neste trabalho experimental (tampão 
Tris-HCl) onde se conclui que a enzima apresenta maior estabilidade em 
tampão Tris-HCl. 
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abstract The main objective of this work was the study of the effect of pressure 
treatments on the thermal inactivation kinetics and activitity reactivation of 
the enzyme peroxidase, having as a starting base results obtained in a 
previous work (Sousa and Saraiva, 2001), where it was verified that pressure 
treatments influenced the thermal stability of this enzyme. Firstly, the effect of 
higher pressures compared to those used in the previous work were studied. 
It was verified that the applied pressure treatments show some stabilizing 
effect for temperatures of inactivation close to the melting temperature (80-
85ºC) of the enzyme, indicating that might be able to affect the melting 
temperature. Secondly, the thermal inactivation and reactivation of the 
enzyme was studied based on the determined kinetic parameters. It was 
verified an increase of the amount of enzyme activity that is lost in the 
second phase of the inactivation process with the increase of the inactivation 
temperature and pressure applied, since the kinetic parameter  increases. 
The pressure applied also stabilizes the first inactivation phase, as verified by 
the decrease of the inactivation reaction rate k1. Upon reactivation both (k1 e 
k2) inactivation reaction rates decreased, while the parameter  increases for 
temperatures until 80ºC, decreasing for the higher inactivation temperatures. 
It was also studied the effect of the concentration of the enzyme on its 
inactivation, allowing to conclude that it influences it. Lastly, it was studied 
the effect of the buffer solution used on the inactivation of the enzyme. it was 
concluded that the enzyme presents greater stability in Tris-HCl buffer than 
in sodium phosphate buffer. 
Peroxidase, high pressure, horseradish, thermal inactivation, reactivation 
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Parte I. Revisão Bibliográfica 
 
1- Peroxidase (POD)  
 1.1- Introdução 
 A peroxidase (EC 1.11.1.7) é uma enzima pertencente ao grupo 
das oxidorredutases que decompõe o peróxido de hidrogénio na 
presença de um composto dador de hidrogénio, catalisando a 
oxidação de uma vasta série de compostos orgânicos, como por 
exemplo compostos fenólicos e aromáticos. A oxidação de compostos 
fenólicos catalisada pela peroxidase está associada com a 
deterioração no sabor, cor, textura e qualidades nutricionais de 
alimentos processados e dos seus produtos. Esta enzima é ubíqua no 
reino vegetal, aparecendo também em animais e microorganismos 
(Fátima et al., 2007). 
A peroxidase é considerada das enzimas termicamente mais 
estáveis nas plantas, sendo por isso das enzimas mais estudadas sob 
o ponto de vista da sua estabilidade térmica. Devido a esta 
característica, a peroxidase é utilizada como indicador de 
branqueamento em frutos e vegetais, pois a inactivação da 
peroxidase indica que todas as outras enzimas foram também 
inactivadas (Nunes, 2002). 
 Neste trabalho focar-se-á essencialmente a peroxidase de 
rábano bravo (horseradish) por ser a mais estudada e conhecida. 
 
 A peroxidase catalisa a seguinte reacção: 
 
Dador de hidrogénio + H2O2        Dador oxidado + 2H2O    (1) 
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 Esta enzima utiliza o peróxido de hidrogénio como aceitador 
final de hidrogénios, decompondo-o, para catalisar a oxidação de 
uma variedade de compostos orgânicos ou inorgânicos dadores de 
hidrogénio (ex. compostos fenólicos) (Yuan et al., 2003). 
As peroxidases podem ser classificadas em dois grupos 
principais: as ferroproteínas e as flavoproteínas. As peroxidases 
pertencentes ao primeiro grupo podem ainda ser divididas em 
ferriprotoporfirinas e verdoperoxidases. 
 As peroxidases ferriprotoporfirinas incluem as peroxidades das 
plantas superiores, contêm ferriprotoporfirina IX como grupo 
prostético e por isso, quando purificadas apresentam cor castanha. 
Devido ao grupo prostético estas peroxidases têm uma absorção 
máxima não só a 275-280 nm devido aos resíduos de tirosina, 
triptofano e fenilalanina, mas também a 403, 497 e 641,5 nm, devido 
ao grupo hémico. O valor RZ (Reinhetszahl) é a razão entre a 
absorção a 403 e 280 nm, sendo utilizado para expressar a pureza de 
uma preparação de peroxidase. Contudo, o valor RZ tem algumas 
desvantagens, tal como apresentar diferenças para peroxidases 
provenientes de diversas fontes devido ao diferente conteúdo em 
aminoácidos aromáticos e açúcares (por exemplo, as múltiplas 
formas de horseradish peroxidase têm valores de RZ variáveis de 
2,50 e 4,19) e refere-se à pureza da enzima como proteína sem ter 
em conta a sua actividade (Nunes, 2002). 
 O grupo prostético das verdoperoxidases é também constituído 
por um núcleo porfirínico contendo um ião ferro III, no entanto este é 
diferente de ferriprotoporfirina IX. Estas enzimas estão presentes em 
animais e no leite (lactoperoxidase) e quando purificadas apresentam 
cor verde devido à sua absorção máxima na zona entre 570 e 690 
nm. 
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 As peroxidases flavoproteínas foram purificadas em 
microorganismos, em diversos streptococci e em tecidos animais 
tendo como grupo prostético o dinucleótido de adenina e flavina 
(FAD) (Nunes, 2002). 
 Estruturalmente, as diferentes peroxidases podem ainda ser 
dividas em 4 classes: 
 
 Peroxidases bacterianas; 
 Peroxidases de origem animal; 
 Peroxidases fúngicas; 
 Peroxidases de plantas.  
 
 A peroxidase de plantas apresenta maior destaque 
relativamente às outras devido à sua maior disponibilidade. A 
peroxidase nas plantas está localizada na célula na forma solúvel no 
citoplasma, e insolúvel, ligada às paredes celulares ou a alguns 
organelos, apresentando estas diferentes formas funções diferentes 
(Machado et al., 2005). 
 A peroxidase solúvel tem sido relacionada com o controlo 
metabólico do amadurecimento dos frutos podendo ser usada como 
índice do amadurecimento e senescência, ou seja, em funções tais 
como (Yuan et al., 2003): 
 
 Protecção contra agentes patogénicos e stress; 
 Controlo a respiração e integridade das membranas; 
 Biossíntese de etileno; 
 Formação de espécies altamente reactivas, i.e., radicais livres e 
em estados excitados electronicamente. Estas espécies podem 
participar na ruptura das células ou serem benéficas contra 
agentes patogénicos; 
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 Catalisar a remoção do peróxido de hidrogénio (Yuan et al., 
2003). 
 
 A peroxidase insolúvel tem sido relacionada com a regulação do 
crescimento das plantas, uma vez que tem uma função na formação 
e no controlo das propriedades mecânicas da parede celular. Pensa-
se que tem funções tais como (Yuan et al., 2003): 
 
 Catalisar o catabolismo das hormonas de crescimento, i.e., 
ácido indol acético (IAA) e a auxina para regular o crescimento 
das plantas; 
 Degradação e síntese de lenhina para a reparação da parede 
celular.  
 
Pode ainda ter um efeito negativo na degradação de frutos e 
vegetais, uma vez que pode contribuir para o processo de 
acastanhamento e amolecimento dos frutos (Yuan et al., 2003). 
 
1.2- Estrutura 
 
 Em termos estruturais, a peroxidase de rábano bravo é 
constituída por uma única cadeia peptídica e pertence à família das 
proteínas com ferriprotoporfirina como grupo prostético. Possui 3 a 8 
cadeias de hidratos de carbono (glicoproteína) e dois átomos de 
cálcio (Ca 2+). 
Assim sendo, esta enzima possui dois diferentes tipos de centros 
metálicos: o átomo de ferro (III) da protoporfirina IX (grupo heme) e 
dois átomos de cálcio, sendo ambos essenciais para a estrutura e 
integridade funcional da enzima (Veitch, 2004). 
Pensa-se que as suas funções principais, in vivo, estejam 
relacionadas com a activação do oxigénio para a incorporação no 
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substrato (actividade oxidativa) ou a utilização do peróxido na 
oxidação do substrato (actividade peroxidativa) (Yuan et al., 2003). 
 Vários extractos de peroxidase de diferentes frutos e vegetais 
permitiram verificar que a enzima é constituída por várias 
isoenzimas, tendo um total de 42 sido já identificado (Wong, 1995), 
que catalisam diferentes reacções oxidativas nos alimentos, estando 
por isso, associadas a diferentes funções fisiológicas nos organismos 
em geral. A expressão destas isoenzimas da peroxidase é específica 
de tecidos ou tipos de células, sendo a sua actividade total também 
diferente. Também foi verificado que as raízes, sementes e células da 
epiderme dos tecidos sujeitos a stress ou ataque patogénico são 
normalmente uma boa fonte desta enzima (Nunes, 2002). 
 Das várias isoenzimas da peroxidase de rábano bravo, as que 
se encontram em maioria são as isoenzimas A, B e C com pI de 6.1, 
6.9 e 8.9, respectivamente (Wong, 1995). Destas ainda se destaca a 
isoenzima C uma vez que esta é a mais abundante na raiz desta 
planta (Veitch, 2004). 
 Em termos de estrutura primária, a isoenzima C da peroxidase 
de rábano bravo é constituída por 308 aminoácidos com uma massa 
molecular de 33,890 KD baseado na composição de aminoácidos 
(Veitch, 2004). O terminal amina da isoenzima C encontra-se 
bloqueado na forma de piroglutamato, enquanto o terminal 
carboxílico é heterogéneo podendo conter várias moléculas ligadas ao 
resíduo terminal Ser308.  
 Existem 4 pontes dissulfureto entre os resíduos de cisteína: 11-
91, 44-49, 97-301 e 177-209; e uma ponte salina entre os resíduos 
de Asp99 e Arg123 (Veitch, 2004). 
 Na estrutura primária podem ser identificados nove potenciais 
locais de N-glicosilação (sequência Asn-X-Ser/Thr, onde X representa 
um aminoácido), estando oito destes locais glicosilados. 
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(i) His170 coordenada e ligada ao átomo de 
ferro do grupo heme. 
(ii) Asp247 da cadeia lateral ajuda no controlo 
do anel imidazólico da His 170. 
(iii) Substratos aromáticos são oxidados 
quando expostos ao grupo heme mas não se 
ligam a este. 
 
Distal: 
 
Asp43, Asp50, Ser52 
(cadeia lateral) 
Asp43, Val46, Gly48 
(carbonilo) 
1 molécula de água 
estrutural 
Proximal: 
 
Thr171, Asp222, 
Thr225, Asp230 
(cadeia lateral) 
Thr171, Thr225, 
Ile228 
(carbonilo) 
 O conteúdo total em hidratos de carbono da enzima é 
aproximadamente de 18 a 22%, sendo este valor dependente da 
fonte da enzima (Veitch, 2004). 
Na tabela 1 é apresentado um resumo das características da 
isoenzima C da peroxidase de rábano bravo (horseradish). 
 
Tabela 1- Alguns aspectos essenciais da isoenzima C da peroxidase de horseradish  
(Veitch, 2004). 
.  
 
 
 
Grupo heme: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cálcio: 
 
 
 
 
 
 
 
(i) Os iões cálcio distal e proximal 
apresentam ambos com número de 
coordenação sete. 
(ii) Na perda de cálcio a actividade 
enzimática decresce cerca de 40%. 
(iii) O hidrogénio da água estrutural do 
ião cálcio distal ligado a Glu64 que por 
sua vez se encontra ligado (também 
pelo hidrogénio) a Asn70, está ligado 
ao grupo heme. 
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Importante na:  
(i)  Formação e estabilização do composto I (formado no ciclo de 
catálise (ver mais à frente); 
(ii)  Ligação e estabilização dos ligandos e substratos aromáticos; 
(iii)  Papel importante na clivagem da ligação O-O. 
Auxílio no acesso do substrato ao composto I. 
Importante na:  
(i)  Formação do composto I, aceitando protões de H2O2; 
(ii)  Ligação e estabilização dos ligandos e substratos aromáticos. 
Mantém a basicidade da His42 da cadeia lateral na formação do par 
Asn70-His42. 
Parte da estrutura ‘-Pro-X-Pro-‘ (Pro139-Ala140-Pro141 em HRPC), 
sendo conservada em peroxidases de plantas. 
Forma uma ligação de coordenação com o ião de ferro do 
grupo heme. 
A ligação da cadeia carboxilada da Asp247 ajuda no controle 
das características do anel imidazólico da His170. 
 
 
Hidratos de carbono: 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resíduos de aminoácidos: 
 
Arg38 
 
 
 
Phe41 
 
His42 
 
 
 
Asn70 
 
 
Pro139 
 
 
His170 
 
 
Asp247 
 
 
(i) Os locais de glicosilação estão 
localizados em “loops” da estrutura, 
nos resíduos: Asn13, Asn57, Asn158, 
Asn186, Asn198, Asn214, Asn255 e 
Asn268. 
(ii) Os glicanos maiores estão 
representados na figura ao lado; 
existem também glicanos menores na 
forma de ManmGlcNAc2 (m=4 a7) e 
(Xyl)xManm(Fuc)fGlcNAc2 (m=2, 3, 5, 6; 
f=0 ou 1; x=0 ou 1). 
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Figura 1- Representação da estrutura tridimensional obtida por raio-X de cristais da 
estrutura da isoenzima C da peroxidase horseradish. O grupo heme encontra-se 
localizado entre o domínio distal e proximal, contendo cada um átomo de cálcio 
(esferas) (Veitch, 2004). 
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 Na figura 1, pode verificar-se a presença de dois domínios, 
distal e proximal na estrutura da enzima, estando o grupo heme 
localizado entre estes dois domínios. A origem destes domínios 
resulta, provavelmente, de uma duplicação genética, sendo esta 
proposta suportada pela presença do átomo de cálcio e de outros 
elementos estruturais em cada um dos domínios.  
 A estrutura da enzima é maioritariamente constituída por 
hélices , contendo também pequenas regiões constituídas por folhas 
β (Veitch, 2004). 
 O grupo heme da enzima está ligado ao resíduo de histidina 
proximal, His170, através de uma ligação coordenada entre a 
histidina da cadeia lateral e o átomo de ferro do grupo heme. 
Pequenas moléculas tal como o monóxido de carbono podem ligar-se 
ao grupo heme no domínio distal originando complexos de peroxidase 
com número de coordenação seis. Algumas moléculas apenas se 
ligam quando se encontram nas suas formas protonadas, sendo estas 
ligações estabilizadas através das pontes de hidrogénio formadas 
entre a Arg38 e His42 da cadeia lateral do grupo heme distal (figura 
2) (Veitch, 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2- Principais resíduos 
de aminoácidos na zona de 
ligação ao grupo heme da 
peroxidase. O grupo heme 
assim como o átomo de ferro 
encontram-se no centro. Na 
parte superior do grupo heme 
encontram-se os resíduos 
distais e na parte inferior os 
proximais (Veitch, 2004). 
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 Os locais de ligação dos dois átomos de cálcio encontram-se 
nos domínios distal e proximal, respectivamente, em relação ao plano 
do grupo heme e encontram-se ligados a este por uma rede de 
pontes de hidrogénio.  
 Cada átomo de cálcio tem número de coordenação sete, 
estando ligado a ligandos dadores de oxigénio oriundos dos grupos 
carboxilícos dos aminoácidos da cadeia lateral (Asp), grupos 
hidroxilos (Ser, Thr) e uma molécula de água estrutural (domínio 
distal apenas).  
 Um destes átomos de cálcio é essencial para manter a estrutura 
correcta da enzima, mantendo a estrutura do grupo heme (Wong, 
1995). 
 A perda de um átomo de cálcio resulta numa diminuição quer 
da actividade enzimática quer da estabilidade térmica (Veitch, 2004). 
 A função em concreto da parte glicosídica da peroxidase ainda 
não está bem elucidada mas sabe-se que é importante na actividade 
e estabilidade térmica da enzima pois a presença e configuração dos 
glúcidos são importantes no estudo das propriedades funcionais e 
biológicas das glicoproteínas. Assim sendo, pensa-se que as principais 
funções da parte glicosídica são: 
 
 A manutenção da conformação e solubilidade da proteína; 
 A estabilização do polipeptídeo contra a proteólise; 
 A modulação da actividade biológica e distribuição intracelular; 
 Aumento significativo da estabilidade cinética. (Welinder et al., 
1997).  
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1.3- Actividade biológica 
 
 As peroxidases têm um papel importante na desintoxicação 
celular ao eliminar o peróxido de hidrogénio. Algumas moléculas 
tóxicas como os superóxidos e radicais hidroxilos podem ser 
encontradas nas células na presença de oxigénio, uma vez que são 
produto da respiração aeróbica. Estes são eliminados por enzimas 
presentes na célula. Esta degradação liberta peróxido de hidrogénio 
que por sua vez vai ser reduzido a água pela peroxidase enquanto 
esta oxida uma variedade de compostos (Veitch, 2004). 
 Apesar de os mecanismos não estarem bem elucidados, sabe-
se que a peroxidase é importante na defesa de plantas a agentes 
patogénicos. Pensa-se que a peroxidase na presença de um dador de 
hidrogénio e de um peróxido produza produtos tóxicos, tais como 
fenóis oxidados, que são letais para os microrganismos (Nunes, 
2002). 
 A formação de produtos radicalares nas reacções catalisadas 
pela peroxidase indica possíveis funções desta enzima nas plantas 
uma vez que poderá estar envolvida em reacções de ligações 
cruzadas tais como: formação de ligações entre dois grupos ferúlicos 
provenientes de polissacarídeos ou pectinas; formação de ligações 
ditirosínicas; ligação entre fenóis na formação de suberina e o 
acoplamento oxidativo de compostos fenólicos na biossíntese de 
lenhina (Veitch, 2004). 
 As peroxidases que catalisam este tipo de reacções podem ser 
expressas em resposta a factores externos consoante a necessidade 
da planta, por exemplo ferimento dos tecidos, em resposta ao stress 
ou remoção de xenobióticos (Rodriguéz- Lopéz et al, 2001). A perda 
de água e invasão de agentes patogénicos podem ser limitados pela 
formação de uma barreira polimérica protectora tal como a suberina. 
Embora as funções das isoenzimas da peroxidase não se 
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encontrarem, ainda, bem elucidadas, é conhecido que a actividade 
destas é induzida quando necessário pela planta (Veitch, 2004). 
 
1.4- Bioquímica da peroxidase 
 
A peroxidase catalisa quatro tipos de reacções: peroxidativa, 
oxidativa, catalática e de hidroxilação. As equações gerais das 
reacções são as seguintes (Nunes, 2002): 
 
 
 Peroxidativa: 
 
 H2O2 + 2AH2  2H2O + HAAH (produtos polimerizados) 
 
 
 Oxidativa: 
 
     HO-C-COOH       O=C-COOH 
 2     +  O2     2        +  2H2O 
     HO-C-COOH       O=C-COOH 
 
 
 
 Catalática: 
 
 2H2O2    2H2O + O2 
 
 
 
 
 Hidroxilação:  
 
 HO-C-COOH        O=C-COOH 
     + O2 +                     + H2O  
 HO-C-COOH        O=C-COOH 
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 A reacção peroxidativa é geralmente considerada a mais 
importante e diversos compostos podem actuar como dadores de 
hidrogénio, incluindo fenóis (p-cresol, guaiacol, resorcinol) e aminas 
aromáticas (anilina, benzidina, o-dianisidina), entre outros. 
 A reacção oxidativa pode ocorrer na ausência de peróxido de 
hidrogénio mas requer a presença de oxigénio e cofactores 
(manganês e fenol). O ácido dihidroxifumárico, o ácido ascórbico e a 
hidroquinona são substratos que podem ser transformados neste tipo 
de reacção.  
 Diferentes isoenzimas de diversas fontes têm diferentes razões 
de actividade peroxidativa/oxidativa, pois têm diferentes respostas 
em relação aos inibidores, o que sugere que os locais activos 
responsáveis pelas duas acções catalíticas são separados (Nunes, 
2002). 
 A reacção catalática ocorre na ausência de um substrato dador 
de hidrogénio. Neste tipo de reacção a peroxidase funciona como 
catalase catalisando a dismutação do peróxido de hidrogénio, numa 
reacção 1000 vezes mais lenta do que as reacções referidas 
anteriormente.  
 A reacção de hidroxilação produz derivados do catecol a partir 
de derivados do fenol e oxigénio, necessitando de um dador de 
hidrogénio, em particular o ácido dihidroxifumárico (DHFA), na 
presença de O2. A peroxidase hidroxila uma variedade de compostos 
aromáticos, incluindo a tirosina, a fenilalanina, o p-cresol e os ácidos 
benzóicos e salicílico (Nunes, 2002). O passo inicial desta reacção é 
não enzimático e envolve a reacção do DHFA com O2 na formação do 
radical DHFA e O2- (figura 3). Por sua vez, o O2- reage com a enzima 
formando o composto III (Fe(III) O2-), que, ao oxidar outras 
moléculas de DHFA, ocorre formação de radicais hidroxilo (OH-) 
responsáveis pela hidroxilação.  
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 No entanto, estes radicais hidroxilo podem ser formados via 
dismutação de O2- ( 2O2-+ 2H+      H2O2 + O2) para formar H2O2 que, 
por sua vez, interage com O2- para formar radicais hidroxilo (O2- + 
H2O2      HO- + O2) de acordo com a reacção de Haber-Weiss. O H2O2 
formado no processo pode ser usado pela enzima para oxidar mais 
moléculas de DHFA a DHFA radicalar, que, por sua vez podem reagir 
com O2 libertando O2-. Neste caso, a concentração de enzima é o 
factor determinante e depende da taxa de quebra de ligações do 
composto III (Wong, 1995). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3- Hidroxilação de compostos aromáticos catalisada pela peroxidase, 
envolvendo o composto III (Wong, 1995). 
  
 Relativamente a esta enzima, é ainda importante referir que é 
específica para aceitadores de hidrogénio, logo só o peróxido de 
hidrogénio, o metil-hidroxiperóxido e o etil-hidroxiperóxido são 
usados como aceitadores finais de hidrogénio. No que diz respeito aos 
dadores de hidrogénio esta enzima já não é específica (Wong, 1995). 
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 O mecanismo de catálise da peroxidase, na sua principal função 
(peroxidativa), e em particular a isoenzima C tem sido 
extensivamente investigado. O seu ciclo catalítico encontra-se na 
figura 4, tendo como substrato redutor o ácido ferúlico. 
 
 
Figura 4- Ciclo catalítico da peroxidase (isoenzima C). As constantes k1, k2 e k3 
representam a taxa de formação do composto I, taxa de redução do composto I e 
taxa de redução do composto II, respectivamente (Veitch, 2004). 
 
 Este ciclo catalitico, da isoenzima C, envolve essencialmente os 
resíduos His170, His42 e Arg38. 
 O primeiro passo do ciclo catalítico (figura 4) é a reacção entre 
H2O2 e o Fe(III) da enzima no seu estado de repouso formando o 
composto I- intermediário em elevado estado de oxidação que 
compreende um centro oxoferril Fe(IV) e um radical catiónico 
porfirínico, com spin (S)=3/2 (Veitch, 2004). 
A ligação do peróxido (figura 5) ao grupo férrico é 
acompanhada pela coordenação entre o oxigénio  do peróxido e o 
grupo heme Fe (III). A ligação de hidrogénio formada entre o protão 
 e o resíduo His42 aumenta a acidez do protão, levando à migração 
da carga negativa de O para Oβ. Por fim, ocorre a desprotonação 
com o protão  transferido para o protão β, via imizidazole, 
resultando na quebra heterolítica da ligação O- Oβ (Wong, 1995). 
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Figura 5- Mecanismo da reacção da peroxidase mostrando as vias que envolvem a 
oxidação de dois electrões da peroxidase no estado nativo no composto I e a 
redução de um electrão do composto I no composto II (Wong, 1995). 
 
A saída de H20 leva à formação de um intermediário transiente 
- composto 0 – formado antes do composto I que foi detectado em 
reacções entre a enzima e H2O2 a baixas temperaturas sendo descrito 
como um complexo Fe(III)-hidroperóxido (figura 5). Este composto 
adquire a dupla ligação das espécies oxo-férricas formadas pela 
transferência de um electrão de Fe(III) juntamente com a 
transferência de um segundo electrão resultando do rearranjo do 
sistema electrónico da porfirina  (Rodriguéz- Lopéz et al., 2001). 
Em termos formais, o composto I encontra-se dois números de 
oxidação acima do estado de repouso: um número de oxidação 
localizado no metal como [Fe(IV)=O] (baixo spin, S=1), e o outro no 
anel porfirínico como um catião  (S=1/2). O comprimento da ligação 
Fe-O foi confirmado por estudos de absorção de raio-x como sendo 
de 1.64 Å- característico de dupla ligação. O radical catiónico  foi 
também detectado, por ressonância de spin electrónico, na oxidação 
enzimática de um electrão do metal livre do anel porfirínico 
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(Rodriguéz-Lopéz et al., 2001). Foi detectada uma coloração verde 
deste composto I que se deve à presença do radical porfirínico 
(Wong, 1995). 
 O segundo passo do ciclo catalítico (figura 4) trata-se da 
redução de um electrão que requer a presença de um substrato 
redutor formando o composto II - uma espécie oxoferril, Fe(IV)=O, 
que se encontra a um nível superior de oxidação acima do estado de 
repouso (Veitch, 2004). 
 O terceiro passo do ciclo e segundo passo da redução de um 
electrão transforma o composto II na enzima no seu estado de 
repouso. Por sua vez, a reacção desta com excesso de H2O2 origina o 
composto III, que também pode ser preparado por outras vias. Este 
intermediário trata-se de um híbrido de ressonância dos complexos 
Fe(III)-superóxido e Fe (II)-dioxigénio (Veitch, 2004). 
 Alguns estudos mostraram, através de mecanismos detalhados, 
a importância dos resíduos do grupo heme distal: Arg38, devido à 
presença de grupos positivamente carregados, e His42 (figura 2) na 
formação do composto I, tendo sido ainda, confirmada, através das 
estruturas dos intermediários oxidados da peroxidase, a sua 
importância na acção catalítica desta enzima (Veitch, 2004). 
 O resíduo proximal His170 na enzima nativa encontra-se ligado 
através de pontes de hidrogénio a um grupo carboxilato da cadeia 
lateral adjacente da enzima. Nos compostos I e II, este resíduo 
encontra-se desprotonado tendo transferido o protão para o grupo 
carboxilato. O imidazolato assim formado reforça a ligação, servindo 
para impulsionar os electrões para o grupo férrico e para o sistema 
hémico de electrões , facilitando, aquando da oxidação da 
peroxidase nativa no composto I, na transferência de electrões da 
porfirina para o oxigénio formando o grupo Fe(IV). Em ambos os 
compostos I e II, estas interacções levam ao aumento da 
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estabilização do elevado estado de oxidação do grupo férrico 
(Rodriguéz- Lopéz et al., 2001). 
 Estudos cinéticos da isoenzima C indicaram a dependência de 
pH dos passos referidos anteriormente, com valores de 4,2 e 8,6 para 
a formação do composto I e redução do composto II, 
respectivamente.  
A ionização com pH=4,2 é encontrada em três isoenzimas: A2 
(ácida), C1 (neutra) e E5 (básica); embora o valor da constante de 
velocidade na formação do composto I seja diferente. Já para a 
segunda ionização, com pH=8,6, as isoenzimas A2 e E5 exibem 
valores de pH diferentes, ou seja, 7,3 e 6,6, respectivamente. O 
grupo ionizável responsável por estes dois passos é atribuído ao 
resíduo His42 distal, sendo que, a mudança de pH deste grupo pode 
ser atribuída à ionização interactiva dos grupos carregados vizinhos e 
o estado de oxidação do grupo heme (Wong, 1995). 
  
1.5- Condições óptimas de actividade enzimática 
 
 Quer a temperatura óptima e o pH óptimo de actividade da 
peroxidase varia com a fonte da enzima, a composição em 
isoenzimas, o dador de hidrogénio e tampão usado na determinação 
da sua actividade. A gama de pH óptimo observada em algumas 
fontes de peroxidase pode ser devida à presença de várias 
isoenzimas com diferentes valores de pH óptimos e/ou devido às 
possíveis diferenças no pH óptimo em fracções de peroxidase solúvel 
ou ligadas às paredes celulares (Yuan et al., 2003). 
 Verifica-se perda da actividade desta enzima em meios ácidos 
que se deve, possivelmente, à destruição da estrutura de hélice  
causando alterações estruturais na enzima, passando de um estado 
nativo para um estado desnaturado reversível. A passagem para um 
estado desnaturado irreversível é influenciada pelo pH, sendo esta a 
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razão pela qual a estabilidade térmica da peroxidase pode ser 
reduzida em meio ácido (Veitch, 2004). 
 De modo geral, a peroxidase apresenta maior estabilidade para 
pH neutro e 30ºC, aproximadamente. Nestas condições são os 
processos conformacionais os principais responsáveis pela inactivação 
(Lemos et al., 2000). 
 
1.6- Estabilidade térmica e cinética de inactivação térmica 
 
 A inactivação da peroxidase, devido à sua complexa estrutura, 
apresenta diferentes passos: a 40-50ºC e pH neutro, a estrutura 
terciária que rodeia o grupo heme encontra-se desnaturada enquanto 
a estrutura secundária se mantém intacta. A 74ºC a estrutura 
secundária começa a sofrer alterações e estudos mostram que a 93ºC 
esta estrutura ainda não se encontra completamente desnaturada 
(Chattopadhyay et al., 2000). A presença dos iões cálcio e das 
ligações dissulfureto mostraram, nesses mesmos estudos, a sua 
importância para a estabilidade verificada a altas temperaturas, uma 
vez que na sua ausência as temperaturas referidas anteriormente 
diminuem (Smeller et al., 2004). 
 Outros estudos mostram que a peroxidase apresenta uma 
temperatura de desenovelamento (TM) de, aproximadamente, 85ºC 
sendo este valor variável consoante a fonte e a pureza da enzima. 
Neste mesmo estudo, verificou-se ainda que a concentração da 
solução tampão influencia o valor da temperatura de 
desenovelamento diminuindo-o (Haifeng et al., 2008). 
Assim sendo, a inactivação térmica da peroxidase é, segundo 
alguns autores, um processo bifásico em que as duas fases têm 
cinéticas de primeira ordem com constantes diferentes. Este modelo 
considera uma população homogénea de enzimas nativas (EN) que é 
inactivada seguindo um mecanismo reversível que leva à formação de 
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uma forma intermediária parcialmente inactiva (EI) que pode 
apresentar diferente resistência térmica e actividade específica que a 
forma nativa, podendo ser transformada numa forma inactiva 
irreversivelmente (ED) (Machado et al., 2005). 
EN       EI       ED     (2)  
 
Esta hipótese teve forte suporte experimental, em experiências 
em que se verificou uma mudança gradual de cinética bifásica para 
primeira ordem, em função da diminuição iónica do tampão até água 
pura (Machado et al, 2005). A temperatura de desenovelamento (TM), 
referida anteriormente, relaciona-se com a primeira fase, isto é, o 
equilíbrio formado entre EN e EI (Haifeng et al., 2008). 
 
O decaimento bifásico da actividade da peroxidase pode ser 
descrito por uma função matemática bi-exponencial, sem atender a 
nenhum mecanismo de inactivação específico: 
 
A/A0=(1-)*exp(-k1*t)+ *exp(-k2*t)     (3) 
 
em que  representa a razão entre as actividades específicas das 
formas intermediária e nativa (1 e 2, respectivamente) e k1 e k2 as 
constantes de formação da forma intermediária e da sua inactivação, 
respectivamente, com unidades de tempo-1. 
 
Estas constantes dependem da temperatura em estudo, sendo a sua 
dependência traduzida pela equação de Arrhenius, em que: 
 
ln k = ln A0 -  Ea   (4) 
                                       RT    
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em que k é o valor da constante cinética à temperatura T (K), A0 é o 
factor pré-exponencial de Arrhenius, Ea é a energia de activação 
(Jmol-1) e R é a constaste universal dos gases (8,314 Jmol-1K-1) 
(Machado et al, 2005). 
 A estimativa destes parâmetros cinéticos é feita, geralmente, 
através de dois passos: numa primeira fase determinam-se os 
parâmetros cinéticos (, k1 e k2) através de uma regressão não linear 
da equação 2 e depois determinam-se as energias de activação (Ea1 e 
Ea2) por linearização da equação 3 (Machado et al, 2005). 
 A dissociação do grupo prostético da haloenzima, a modificação 
conformacional da apoenzima e a modificação ou degradação do 
grupo prostético são processos envolvidos na desnaturação térmica 
da peroxidase. Os factores que afectam a inactivação térmica da 
peroxidase podem estar relacionados com a fonte de enzima, pois 
diferentes enzimas de diferentes fontes apresentam estabilidades 
térmicas diferentes ou resultantes de parâmetros externos ao 
tratamento térmico (Lemos et al., 2000). 
 Experiências realizadas em diferentes espécies de plantas 
mostraram que o enriquecimento de tecidos com iões cálcio e cobre e 
alguns aminoácidos provoca um aumento na estabilidade da enzima, 
influenciando a sua actividade uma vez que outros estudos 
demonstraram que níveis elevados de actividade estão relacionados 
com o aumento da resistência térmica. Já o ambiente, ou seja, as 
substâncias celulares afectam também a estabilidade da enzima 
podendo ter um efeito protector ou, por outro lado, podem reduzir a 
sua estabilidade térmica (Nunes, 2002). 
 Tal como já foi referido, a reversibilidade do processo de 
inactivação é dependente do pH. A um determinado pH, os principais 
factores externos que influenciam a inactivação térmica são o tempo 
e temperatura do processamento. Um processamento a uma 
determinada temperatura durante um longo período de tempo origina 
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uma completa destruição da peroxidase, enquanto processamentos 
com temperaturas elevadas durante curtos períodos de tempo, 
apesar de provocar uma inactivação da peroxidase, dão muitas vezes 
origem a processos de regeneração da actividade característico da 
peroxidase que, tal como as restantes características desta enzima, 
depende da espécie e variedade das plantas. Quanto mais longo for o 
tratamento térmico a uma determinada temperatura, menor é a 
reactivação observada. Além do tempo e temperatura do 
processamento térmico, as condições de pH e temperatura durante o 
armazenamento da enzima inactiva e o método de determinação da 
actividade são outros dos factores que afectam a reactivação da 
enzima, embora com menos importância (Chattopadhysy et al., 
2000). 
 Pensa-se que o substrato dador de hidrogénio, usado na 
determinação da actividade da peroxidase, também influencia a 
resistência térmica desta enzima. Este facto parece estar relacionado 
com a existência de diferentes isoenzimas com especificidades 
diferentes para o substrato (Nunes, 2002). 
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2- Processamento por alta pressão hidrostática (HPP) 
2.1- Introdução 
 Inicialmente, a tecnologia de alta pressão era usada apenas na 
produção de cerâmicas, materiais compósitos, diamantes artificiais e 
plásticos. Hoje em dia, o seu uso foi alargado à pressurização de 
alimentos na indústria alimentar (Barbosa et al., 1998 – citado em 
Guerrero–Beltrán et al., 2005).  
A procura de alimentos com elevada qualidade nutricional e 
com características naturais tem vindo a aumentar, tendo as 
empresas que adoptar novas técnicas de preservação dos alimentos 
em resposta à procura dos consumidores, aumentando a segurança e 
qualidade dos produtos alimentares por melhoramento dos métodos 
de preservação tradicionais, destruindo microrganismos e sem 
provocarem alterações significativas na qualidade do produto 
(Campos et al., 2003). 
 O processamento por alta pressão é um novo método de 
processamento de produtos alimentares com potencial para produzir 
alimentos com estas características. Este novo método baseia-se no 
princípio de Le Chatelier, que anuncia que todas as reacções, 
mudanças conformacionais, ou transições de fase que sejam 
acompanhadas por uma diminuição de volume serão favorecidas sob 
alta pressão, enquanto as reacções que envolvem o aumento de 
volume serão inibidas. 
 Devido à complexidade dos produtos alimentares torna-se difícil 
determinar o efeito do processamento por alta pressão em 
determinados alimentos. No entanto, alguns estudos permitiram 
obter informações necessárias sobre este tipo de processamento e 
determinar os seus benefícios em sistemas alimentares, incluindo 
inactivação microbiana, reacções químicas e enzimáticas, estrutura e 
funcionalidade dos biopolímeros (Rahman, 1998). Assim sendo, num 
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produto resultante do processamento por alta pressão verifica-se a 
inactivação das células vegetativas microbianas e das enzimas, 
combinada com a retenção da textura, da cor e, também das 
vitaminas, o qual pode ser armazenado durante um período de tempo 
considerável a 4-6ºC, ou seja, que apresenta um “tempo de 
prateleira” prolongado (Cheftel, 1995- citado em Matser et al., 2004). 
 Uma inovação recente corresponde à esterilização dos produtos 
alimentares por alta pressão, provocando a inactivação completa de 
células vegetativas, bem como de esporos, resultando assim um 
produto bastante estável (Meyer et al., 2000- citado em Matser et al., 
2004). Em geral, a esterilização com alta pressão é possível através 
da aplicação do tratamento por alta pressão a temperaturas elevadas 
(60-90ºC), usando o aquecimento adiabático para se atingir uma 
temperatura elevada com rapidez. A esterilização por alta pressão é 
um processo combinado, em que tanto a pressão como a 
temperatura contribuem para a esterilização, causando a destruição 
dos esporos e a inactivação das enzimas. Deste modo, obtém-se um 
produto estável com qualidade superior à dos produtos que são 
processados convencionalmente (Hoogland et al., 2001-citado em 
Matser et al., 2004). 
 O processamento por alta pressão apresenta vantagens únicas 
sendo considerado um tratamento suave relativamente ao 
processamento por temperatura convencional, pois permite o uso de 
baixas temperaturas que implica a retenção da qualidade nutricional 
e sensorial do alimento (Lamballerie-Anton et al., 2002). O 
processamento por alta pressão é independente do tamanho e 
geometria do produto, sendo o seu efeito uniforme e instantâneo. De 
acordo com o principio isostático, o alimento é comprimido por 
pressão uniforme no meio de transferência de pressão, voltando à 
sua forma inicial quando a pressão deixa de ser exercida (Knorr, 
1993 - citado em Guerrero–Beltrán et al., 2005) 
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 O processo descontínuo de alta pressão isostática é constituído 
por três passos: aumento da pressão exercida no alimento; 
manutenção da pressão durante algum tempo e, por fim, a 
despressurização (Denys et al., 2000 - citado em Guerrero – Beltrán 
et al., 2005). A alta pressão pode ser obtida através da utilização de 
sistemas distintos de pressurização: compressão directa, indirecta ou 
por aquecimento do meio de pressurização. Na compressão directa, o 
produto é directamente pressurizado com um pistão, de diâmetro 
pequeno, dentro do recipiente de pressurização. A parte superior do 
pistão possui diâmetro maior e é movida através de uma bomba de 
baixa pressão. Devido a esta configuração mecânica e à compressão 
rápida, o método em questão é apenas utilizado em laboratório 
(figura 6). 
 
 
 
Figura 6- Gerador de compressão directa (adaptado de Mertens e Deplace, 1993) 
 
 Na compressão indirecta, um amplificador de alta pressão 
bombeia o fluido através de um sistema de tubos, para que este 
chegue ao recipiente. Este mecanismo ocorre até que a pressão 
exercida seja a pretendida (figura 7). (Mertens e Deplace, 1993 - 
citado em Guerrero–Beltrán et al., 2005). 
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Figura 7- Gerador de compressão indirecta (adaptado de Mertens e Deplace, 1993). 
 
2.2- Efeito de HPP nos sistemas biológicos 
 
 A pressão é uma importante variável termodinâmica e pode 
afectar uma grande quantidade de estruturas biológicas ou reacções 
(Rahman, 1998). Esta situação pode ser útil para o armazenamento 
de alimentos a temperaturas inferiores a zero sem formação de 
cristais de gelo, rápida descongelação de alimentos congelados por 
pressurização e aumento da velocidade de congelação de alimentos 
por descompressão de alimentos pressurizados a temperaturas 
inferiores a 0ºC. 
 Em sistemas aquosos, as moléculas de água envolvem um 
grupo ionizado alinhando-se de acordo com as cargas electrostáticas, 
formando um conjunto mais compacto. A ionização de grupos ácidos 
ou básicos encontrada em inúmeras biomoléculas, como as proteínas, 
envolve um decréscimo no volume, sendo fornecido com o aumento 
de pressão. Microrganismos, reacções químicas, bioquímicas e 
enzimáticas, assim como propriedades funcionais de biomoléculas são 
podem ser afectadas por alta pressão (Palou et al., 2002). 
 O processamento de alimentos por alta pressão hidrostática é 
principalmente aplicado para promover a inactivação de 
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microrganismos, modificação de biopolímeros (desnaturação de 
proteínas, activação ou inactivação de enzimas ou formação de géis), 
retenção da qualidade (aroma/sabor e cor) e para alterar a 
funcionalidade de produtos alimentares (Knorr, 1993 – citado em 
Guerrero–Beltrán et al., 2005). 
 A activação ou inactivação de enzimas, inactivação de 
microrganismos e a retenção da qualidade são alguns dos principais 
aspectos que contribuem para a qualidade de frutos e vegetais 
processados por alta pressão hidrostática. A inactivação de enzimas 
através do processamento por alta pressão hidrostática depende do 
tipo do alimento, da temperatura, do pH e do tempo que demora a 
aplicação do tratamento e principalmente da enzima (Buckow et al., 
2008). 
 A alta pressão hidrostática permite ainda reter melhor as 
vitaminas, pigmentos e aromas/sabores (Weemaes et al., 1998 – 
citado em Guerrero–Beltrán et al., 2005). 
 
2.3- Efeito de HPP na inactivação de microrganismos 
 
 A preservação dos alimentos é baseada, primeiramente, na 
inactivação ou destruição de microrganismos ou no controlo dos 
factores necessários para crescimento dos microrganismos como a 
actividade de água e o pH. Muitas técnicas usam o tratamento 
térmico para a inactivação de microrganismos mas do ponto de vista 
nutricional, novas técnicas, tal como, a alta pressão são preferenciais 
devido ao facto de manterem inalteradas as características 
nutricionais dos alimentos (Palou et al., 2002). 
 A alta pressão, pode ser aplicada para inactivar/destruir os 
microrganismos, sem ser necessário aumentar a temperatura, 
mantendo assim as características dos alimentos. 
  Parte I. Revisão Bibliográfica   
Clara Beatriz Ferreira Marques  28 
 
Através da desnaturação proteica ou da danificação celular, a 
alta pressão pode promover a inactivação/destruição de 
microrganismos através da desnaturação proteica ou da danificação 
celular (Heremans, 2001 – citado em Guerrero–Beltrán et al., 2005).  
 A alta pressão hidrostática pode alterar a funcionalidade da 
membrana, assim como alterar a permeabilidade da mesma, 
perturbando o equilíbrio físico-químico das células. O estado físico dos 
lípidos que envolvem as proteínas de membrana desempenha um 
importante papel na actividade das enzimas de ligação das 
membranas. Sabe-se que o processamento por alta pressão, e 
consequente alteração do estado físico dos lípidos, causa a 
desnaturação das enzimas que leva a que a ligação entre estas e as 
membranas se quebre, alterando o metabolismo celular dos 
microrganismos.  
 A destruição dos microrganismos ocorre devido à 
permeabilização das membranas celulares verificada após o 
processamento por alta pressão. A alta pressão afecta inúmeras 
reacções, e este tipo de distúrbios podem ser atribuídos a alterações 
de volume verificadas durante a compressão. A desnaturação 
proteica, que se verifica após a despressurização, altera a estrutura e 
conteúdo da membrana celular, podendo ocorrer a lise celular 
(Rahman, 1998), sendo este o factor mais comum na destruição dos 
vírus (Buckow et al., 2008). 
 A possibilidade de os microrganismos se regenerarem após a 
pressurização é uma consideração muito importante para a eficácia 
do processo e para o conhecimento da cinética em questão. Se o 
mecanismo de reparação se mantiver intacto, os microrganismos são 
capazes de se regenerar e, posteriormente, de crescerem (Palou et 
al., 2002). 
Os microrganismos podem ser divididos em dois grupos, 
mediante a sensibilidade que apresentam em relação à aplicação de 
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altas pressões: em geral, as formas vegetativas são inactivadas por 
pressões de 400 a 600MPa, enquanto que os esporos de algumas 
espécies de microrganismos podem resistir a pressões superiores a 
1000MPa, à temperatura ambiente. A inactivação das células 
vegetativas microbianas sugere, ainda, que a aplicação da pressão 
resulta na inactivação das enzimas ligadas à membrana celular, as 
quais estão associadas ao fluxo de protões (Smelt, 1998- citado em 
Matser et al., 2004). 
 Pode-se ainda referir que, as bactérias Gram-positivas, são 
mais resistentes à pressão do que as Gram-negativas (Palou et al., 
2002). 
 
2.4- Efeito de HPP nas reacções químicas e bioquímicas 
 
 A alta pressão pode afectar as reacções bioquímicas uma vez 
que estas podem ser acompanhadas de alterações de volume. 
Estudos demonstram que a alta pressão afecta os sistemas de 
reacções de duas formas diferentes: por redução do espaço molecular 
disponível e por aumento das reacções intermoleculares. No entanto, 
sabe-se que as reacções que envolvem formação de pontes de 
hidrogénio são favorecidas por alta pressão uma vez que estas 
ligações estão directamente ligadas com a diminuição de volume.  
Estudos bioquímicos revelam que pressões acima de 100-
200MPa podem causar (Rahman, 1998): 
 
 a)- dissociação de estruturas oligoméricas nas suas 
subunidades; 
 b)- desnaturação e desnovelamento parcial das estruturas 
monoméricas; 
 c)- agregação proteica, como consequência do 
desnovelamento; 
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 d)- gelificação proteica, quando a concentração das proteínas 
elevada o suficiente (Rahman, 1998). 
 
 A alta pressão pode afectar também a estrutura secundária, 
terciária e quaternária das proteínas. Sendo as ligações 
electrostáticas e hidrofóbicas os principais alvos da alta pressão, esta 
causa a desprotonação de grupos carregados e disrupção de pontes 
salinas e ligações hidrofóbicas, resultando alterações nas 
conformações e estruturas das proteínas (Palou et al., 2002). Na 
estrutura primária das proteínas parece não haver qualquer efeito. As 
moléculas de baixo peso molecular tais como as vitaminas, os 
peptídeos e os lípidos não sofrem igualmente qualquer efeito na sua 
estrutura primária por alta pressão devido à baixa compressibilidade 
das ligações covalentes (Buckow et al., 2008). Para algumas 
macromoléculas, a desnaturação, agregação e formação de géis por 
alta pressão são alterações estruturais vantajosas, pois permitem 
obter produtos alimentares com características semelhantes ou 
diferentes das que são obtidas recorrendo a tratamentos térmicos. 
Polímeros como o amido, podem formar géis quando expostos a altas 
pressões. Para além disto, novas estruturas podem ser obtidas com 
misturas de biopolímeros após a aplicação da alta pressão 
(Heremans, 2001 – citado em Guerrero–Beltrán et al., 2005).  
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2.5- Efeito de HPP nas reacções enzimáticas 
  
 A alta pressão afecta as enzimas alterando a sua conformação 
(Buckow et al., 2008). A alta pressão pode activar ou inactivar 
enzimas. A inactivação das enzimas por alta pressão é influenciada 
pelo pH, concentração de substrato, a estrutura das subunidades da 
enzima e a temperatura aplicada durante o processo. Este 
processamento pode ser usado para inactivar enzimas como a lipase, 
lipoxigenase, pectina metilesterase (PME), peroxidase (POD) e 
polifenoloxidase (PPO), para dar origem a produtos com maior 
qualidade. No entanto, é importante referir que a inactivação de 
algumas enzimas só ocorre a pressões muito elevadas, de onde se 
destacam a PME e a peroxidase como sendo as mais resistentes ao 
processamento de alta pressão. Devido à extrema estabilidade à 
pressão de algumas enzimas dos alimentos, processos combinados 
(por exemplo pressão e temperatura) podem ser necessários para a 
inactivação de enzimas a pressões industriais (Hendrickx et al., 
1998). 
 Pode-se referir que a activação de algumas enzimas pode 
ocorrer quando se aplicam pressões relativamente baixas (Palou et 
al., 2002), que pode ser devida à desnaturação proteica parcial que 
provoca a libertação de isoenzimas com maior actividade enzimática. 
(Rahman, 1998). 
 
2.6- pH e HPP 
 
 O facto de alguns alimentos apresentarem pH ácido (por 
exemplo os sumos de fruta) minimiza as condições óptimas de 
crescimento dos microrganismos assim como a actividade de muitas 
enzimas (Whitaker, 1996- citado em Guerrero - Beltrán et al., 2005).  
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 Relativamente aos microorganismos, sabe-se que as células 
vegetativas são mais sensíveis à alta pressão a pH baixo; o mesmo 
se passa para leveduras e fungos, sendo fortemente afectados a pH 
4, quando expostos a altas pressões (Rahman, 1998). 
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3- Peroxidase (POD) e HPP 
 
 Tal como já foi referido, o processamento por alta pressão pode 
afectar as enzimas dos vegetais de modo diferente por indução da 
sua actividade (activação) ou causando a sua inactivação. 
 Em vegetais, a peroxidase induz mudanças de “flavour” 
negativas durante o armazenamento e apesar de ser a enzima mais 
termoresistente destes, a peroxidase apresenta-se, em alguns casos, 
também extremamente resistente à pressão (Nunes, 2002). 
 Vários estudos mostraram que para ervilhas, foi preciso um 
tratamento de 900 MPa durante 10 minutos à temperatura ambiente 
para causar uma redução de 88% da actividade da peroxidase. Já o 
mesmo tratamento em cenoura leva à sua completa inactivação 
(Garcia et al., 2002). Em puré de morango, a peroxidase sofre um 
máximo de 35% de redução de actividade para tratamentos quer de 
600 MPa ou 800 MPa durante 15 minutos, numa gama de 
temperaturas de 18-22ºC (Garcia-Palazon et al., 2004). 
Em laranja, à temperatura ambiente, a actividade da 
peroxidase diminui continuamente até 400 MPa (durante 15 
minutos). A maior taxa de inactivação (50%) foi encontrada a 32ºC. 
Por outro lado, foi demonstrado que tratamentos de alta pressão de 
32 a 60ºC aumentam a actividade da peroxidase em sumo de laranja 
(Hendrickx et al., 1998). 
Há alguns estudos realizados sobre o efeito combinado de altas 
pressões com temperaturas suaves ( < 50ºC) de modo a acelerar a 
inactivação enzimática, realçando o este efeito de inactivação a 600 
MPa. Sendo que a 700 MPa nenhuma diferença significativa foi 
descoberta (Fang et al, 2008). 
Em sumos de kiwi, tratamentos de 600MPa e 50ºC durante 30 
minutos revelaram-se insuficientes para inactivar completamente a 
peroxidase. Comparando os resultados obtidos com as inactivações 
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de soluções de peroxidase parcialmente puras para a mesma 
temperatura, verificou-se que para 30ºC o valor relativo da 
actividade residual (A/A0) diminui ligeiramente não sendo, no 
entanto, esta diferença estatisticamente significativa ( P > 0,05). 
Com base nestes resultados, alguns autores indicam que os sistemas 
alimentares mostram um efeito protector dos seus constituintes às 
pressões aplicadas para a inactivação da peroxidase (Fang et al., 
2008). 
Em extractos de cenoura, verificou-se uma redução de 16% e 
25% de actividade para tratamentos a 350 MPa e 20ºC, durante 30 
minutos e uma hora, respectivamente. Para tratamentos a 600MPa e 
25ºC, durante 15 minutos verificou-se uma redução de 55% de 
actividade, sendo esta redução de 91% para 600MPa e 45ºC. É 
também referido que a estabilidade do extracto de peroxidase de 
cenoura aumenta quando comparado com amostras não 
pressurizadas acima de 396 MPa, uma vez que a mesma enzima 
presente em frutos ou vegaticas (Akyol et al., 2006). 
Em extractos de feijão verde, verificou-se um máximo de 
inactivação a 300MPa e 50ºC. A 350MPa e 50ºC verifica-se um 
aumento de actividade perdida de 55% para 84% após um tempo de 
exposição de 30 para 60 minutos. Este facto é justificado pelas 
mudanças conformacionais que ocorrem na enzima e pode relacionar-
se com a activação de formas latentes por alta pressão (Akyol et al., 
2006). 
 Em extractos de ervilhas verifica-se um aumento de actividade 
de 6% para tratamentos de 300MPa e 30ºC durante 45 minutos e de 
18% para 350MPa e 30ºC durante 60 minutos. A inactivação da 
peroxidase do extracto de ervilha foi verificada através de um 
tratamento realizado por dois passos, isto é, após pressurização 
procedeu-se ao branqueamento térmico. Um tratamento a 250MPa 
durante 60 minutos (20ºC) seguido de um branqueamento a 60 e 
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70ºC durante 15 minutos levou à redução de 71 e 88% da actividade, 
respectivamente. O aumento do tempo de pressão parece também 
não ter nenhum efeito significativo na redução da actividade da 
peroxidase, sendo o seu máximo verificado após 15 minutos (Akyol et 
al., 2006). 
Outros estudos provam que a peroxidase é pouco compressível 
para pressões mais altas (Smeller et al., 2002). Neste estudo, 
através de diferentes métodos a diferentes temperaturas conclui-se 
que a peroxidase sofre compressibilidade induzida por pressão. Para 
pressões mais altas, há mudança de conformação da enzima para 
uma configuração específica predeterminada pela matriz mantendo a 
heterogeneidade da estrutura da enzima. Deste estudo, ainda se 
conclui que a compressibilidade não depende, significativamente, da 
temperatura de estudo (Smeller et al., 2002). 
Um outro estudo referente ao efeito da alta pressão na 
digestibilidade de proteínas de tremoço (Lamballerie-Anton et al., 
2002) refere que quando um alimento é pressurizado, alguns 
componentes sofrem modificações, estando a maior parte ligadas 
com alterações na estrutura das proteínas devido à susceptibilidade 
destas à alta pressão. Este estudo mostra ainda que essas alterações 
verificadas ocorrem a nível da actividade enzimática e propriedades 
funcionais das proteínas em geral. No entanto o impacto verificado da 
alta pressão na digestibilidade das proteínas é ainda pouco conhecido 
(Lamballerie-Anton et al., 2002) o que suscita o desenvolvimento de 
mais trabalhos nesta área. 
Noutro estudo (Sousa e Saraiva, 2001) procedeu-se à 
pressurização da peroxidase de rábano bravo, em tampão fosfato, a 
diferentes pressões (50 e 200 MPa, durante 10 e 30 minutos) e 
posterior inactivação a diferentes temperaturas (de 70 a 85ºC). Neste 
estudo verificou-se um aumento da estabilidade térmica da enzima 
com os tratamentos de alta pressão, como se pode ver no gráfico 1.  
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Gráfico 1- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 75ºC, para as diferentes pressurizações estudadas (Sousa e Saraiva, 
2001). 
 
Dada a importância do estudo da peroxidase e no seguimento 
destes resultados, considerou-se de interesse continuar este trabalho, 
para verificar se pressões superiores permitiriam aumentar mais a 
estabilidade térmica da enzima, sendo este o objectivo principal deste 
trabalho.
75ºC 
Sem pressão 
50 MPa, 10 min 
50 MPa, 30 min 
200 MPa, 10 min 
200 MPa, 30 min 
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Inactivação 
térmica Pressurização 
Conservação a 
4ºC 
Parte II. Método Experimental 
1- Plano experimental 
 
 Tendo em conta o objectivo deste trabalho experimental, 
procedeu-se à pressurização da solução de peroxidase de rábano 
bravo, a altas pressões, seguindo-se a inactivação da mesma, a 
diferentes temperaturas conforme a tabela 2. O procedimento 
realizado encontra-se descrito no seguinte esquema. 
 
 
  
 
 
 
 
 
Nas tabelas seguintes (2 e 3) encontram-se registadas as 
condições estudadas neste trabalho experimental. Na tabela 2 
encontram-se as condições para o estudo do efeito das altas pressões 
na inactivação e reactivação térmica da peroxidase, em tampão Tris-
HCl. Foi ainda realizado o mesmo estudo em tampão fosfato tendo 
em conta o trabalho realizado anteriormente (Sousa e Saraiva, 
2001). Na tabela 3 encontram-se as condições usadas para o estudo 
da concentração da enzima na inactivação e reactivação a 100ºC. 
 
 
Solução de 
peroxidase 
Medição da 
actividade para 
verificar possível 
inactivação 
Medição da 
actividade residual 
após 5’ a 4ºC (sem 
reactivação) 
Medição da 
actividade residual 
após 48h a 4ºC 
(reactivação total) 
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Tabela 2- Resumo do plano experimental – Inactivação e Reactivação térmica 
Tampão Pressão/ Tempo 
(MPa/min) 
Temperatura 
(ºC) 
 
 
 
 
Tampão  
Tris-HCl 0,1M 
Sem Pressão 75 
80 
85 
90 
95 
100 
300/15 75 
80 
85 
90 
500/15 75 
80 
85 
90 
Tampão 
Fosfato 0,1M 
Sem Pressão 80 
200/30 80 
 
Tabela 3- Resumo do plano experimental – Concentração da peroxidase. 
 
 
Tampão 
Tris-HCl 0,1M 
Pressão/ 
Concentração POD 
(MPa/mgml-1) 
Temperatura 
(ºC) 
Sem Pressão/ 0,01 100 
Sem Pressão/ 0,02 100 
Sem Pressão/ 0,04 100 
Sem Pressão/ 0,1 100 
Sem Pressão/ 0,2 100 
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2- Determinação da actividade da peroxidase 
 
2.1- Princípio 
 
 A peroxidase catalisa reacções de oxidação reduzindo o 
peróxido de hidrogénio a água oxidando uma variedade de 
substratos, como por exemplo os compostos fenólicos. Esta enzima 
está intimamente ligada a mudanças de cor enzimático 
(acastanhamento), que promovem a consequente perda de 
propriedades nutricionais e sensoriais de produtos alimentares (Yuan 
et al., 2003). 
A reacção de oxidação-redução usada para este estudo é uma 
reacção complexa, cujo substrato é constituído por peróxido de 
hidrogénio, fenol e 4-aminoantipirina e tampão Tris-HCl a pH 7.5. 
Nesta reacção o fenol é oxidado e o peróxido de hidrogénio funciona 
como aceitador final de hidrogénio, originando como produto um 
cromóforo, a antipirrilquinonimina, de cor roxa, passível de ser 
quantificado espectrofotometricamente, a 510 nm (figura 8) (Sgalla 
et al., 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8- Reacção de formação do cromóforo quantificado (Sgalla et al., 2007). 
 
 
H3C
CH3 NH2
O
N
N
N
N O
NCH3
H3C
O
OH
2 H2O2 4 H2O
Peroxidase 
+ + +
Phenol 4-Aminoantipyrine Antipyrilquinoneimine Fenol 4-Aminoantipirina Antipirilquinoneimina 
  Parte II. Método experimental 
Clara Beatriz Ferreira Marques  40 
 
A mudança de cor é determinada através do aumento de 
absorvância ao longo do tempo de reacção, ou seja, através do 
declive da recta obtida do aumento de absorvância em função do 
tempo, sendo a actividade da POD expressa em µmol/min de produto 
formado, a partir da lei de Beer-Lambert com =6,58 M-1cm-1, para a 
Antipirilquinoneimina. 
 
2.2- Material 
 
Espectrofotómetro de UV-VIS, de duplo feixe, Lambda 35, da 
PerkinElmer Instruments, usando um programa de cinética (KINLAB).  
2.3- Reagentes 
 
A) Tampão Tris-HCl 0,1 M; 
B) Fenol 0,16 M com 4- aminoantipirina 2,3 mM em Tampão 
Tris-HCl 0,1 M; 
C) Peróxido de hidrogénio 8,82 mM; 
D)  Peroxidase do tipo II P8250 (R.Z.=1,9) da Sigma. 
 
Nota: a solução de peróxido de hidrogénio deve ser preparada 
regularmente devido à sua instabilidade.  
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2.4- Procedimento Experimental 
 
1) Incubar o substrato a 30ºC numa proporção de 2,0 ml de 
tampão Tris-HCl, 517 µl de peróxido de hidrogénio e 2,5 ml 
de fenol com 4-aminoantipirina, usando um volume que 
permita realizar os ensaios pretendidos; 
2) Adicionar, numa célula, 1,45 ml de substrato e 50 µl de 
solução de enzima num volume total de 1,5 ml; 
3) Ler os valores de absorvância durante 1 min, a 510nm (a 
célula é colocada no espectrofotómetro e este vai lendo os 
valores de 3 em 3s, apresentando o gráfico pretendido); 
4) Registar o valor do declive para um minuto de reacção; 
5) Repetir este procedimento de modo a obter os resultados 
em duplicado. 
 
O tampão Tris-HCl foi escolhido devido à sua estabilidade, 
quando submetido a alta pressão, não variando o pH com a pressão 
(Parris et al., 1996). 
 
Foi usada peroxidase do tipo II P8250 (R.Z.=1,9) da Sigma, da 
qual se preparou a solução-mãe de concentração 0,5 mg/ml, pesando 
10 mg de peroxidase para 20 ml de solução, em tampão. 
Posteriormente procedeu-se à diluição desta solução para obter 
a solução de concentração pretendida. 
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3- Processamento a altas pressões 
 
3.1- Princípio 
 
 Tal como já foi referido anteriormente, a alta pressão pode ser 
usada para modelar tanto a estabilidade como a actividade de 
algumas enzimas, segundo o princípio de Le Chatelier na medida em 
que afecta o seu comportamento catalítico, dado que influencia quer 
a velocidade do passo limitante da reacção quer a selectividade da 
própria enzima. Tendo em conta as condições reaccionais e a enzima 
em questão, a alta pressão pode ser usada para activar ou inibir a 
mesma (Vila Real et al., 2007). 
 A peroxidase é tida como uma das enzimas mais estáveis à 
pressão, mas ainda pouco se conhece em relação ao seu 
comportamento. No entanto, sabe-se que a presença das diferentes 
isoenzimas que a constituem tem um papel fundamental para este 
comportamento (Garcia et al., 2002). 
 
3.2- Material 
 
 Equipamento de alta pressão, U33, desenvolvido pelo Institute 
of High Pressure Physics, Unipress Equipment Division, no ano de 
2006, número de série 1139/06, na Polónia. 
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 Este aparelho é constituído por uma unidade móvel principal e 
por um termóstato de circulação comercial. O vaso onde se 
pressuriza a amostra encontra-se por detrás do escudo de protecção, 
estando preenchido por um líquido transmissor de pressão, sendo por 
isso necessário proteger a amostra, selando-a em invólucros flexíveis. 
O vaso apresenta ainda um sistema de fecho de rosca. As 
características principais deste aparelho encontram-se na tabela 4. 
 
Tabela 4- Principais características do aparelho High Pressure U33. 
Intervalo de Pressão 0-700 MPa 
Temperatura -20/100ºC 
Volume do vaso 100 ml 
Diâmetro do vaso 35 mm 
Dimensões máximas dos invólucros 
selados 
Ø34 x 98 mm (90 ml) 
Líquido de pressurização 
Propilenoglicol : Água destilada 
60 : 40 
 
 
 
 
 
Gráfico 2- Representação gráfica do perfil de pressurização do aparelho para 
alcançar 550 MPa. 
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Este equipamento apresenta um perfil de pressurização que 
indica que na gama de pressões utilizada neste estudo, o tempo 
para atingir as pressões pretendidas é cerca de 0,5 a 1 minuto. 
 
3.3- Procedimento Experimental 
 
 1) Proceder à preparação da solução de peroxidase, 
introduzindo-a de seguida num invólucro selado a vácuo; 
 2) Para diminuir o risco de rebentamento durante a 
pressurização, o primeiro invólucro deve se colocado num segundo 
invólucro; 
 3) Antes de proceder à pressurização, colocar a amostra a 
estabilizar num banho a 30ºC durante, aproximadamente, 15 
minutos; 
 4) Pressurizar as soluções de peroxidase a diferentes pressões 
conforme descrito no plano experimental (tabela 2), a 30ºC.
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Parte III. Análise e discussão de resultados 
 
1- Testes iniciais sobre reactivação 
 
 Neste trabalho experimental, começou por se determinar a 
concentração de peroxidase a usar nos ensaios, sendo esta de 
0,008mg/ml estando os resultados em anexo. 
 Para verificar se a peroxidase sofre reactivação procedeu-se a 
dois diferentes testes durante 10 minutos de inactivação a 80ºC. Nos 
dois testes usou-se 250 l de enzima de concentração 0,02 mg/ml 
para inactivar durante 10 minutos a 80ºC, em duplicado. 
 No teste 1, após o tempo de inactivação a enzima é colocada 
em gelo, causando um arrefecimento mais lento que o teste 2, 
determinando a sua actividade a diferentes tempos. Para 
determinação da actividade usa-se 20 l de enzima com um substrato 
que permite diluir a enzima 2,5x correspondendo à concentração 
0,008 mg/ml. 
 No teste 2, após o tempo de inactivação são retirados 100 l da 
solução de enzima sendo adicionados a 150 l de tampão já a 4ºC, 
para causar um arrefecimento rápido da enzima, procedendo neste 
passo à diluição da enzima. A determinação da actividade é feita a 
diferentes tempos usando 50 l de enzima. 
 Estes dois procedimentos diferentes foram realizados, porque 
existem experiências anteriores que indicam que a velocidade de 
arrefecimento poderá influenciar o valor da actividade reactivada. 
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Tabela 5- Registo dos valores de actividade obtidos e calculados para a realização 
dos gráficos, para o teste 1. 
Tempo de 
inactivação 
(min) 
Tempo de 
medição 
Actividade POD 
(molmin-1) 
Recuperação de 
actividade em 
relação à 
actividade perdida 
(%) 
0 
5’ e 30’ 161  
24h 163  
48h 153  
 
10 
5’ 68  
30’ 66 -2,53 
24h 129 63,8 
48h 141 86,4 
 
Tabela 6- Registo dos valores de actividade obtidos e calculados para a realização 
dos gráficos, para o teste 2. 
Tempo de 
inactivação 
(min) 
Tempo de 
medição 
Actividade POD 
(molmin-1) 
Recuperação de 
actividade em 
relação à 
actividade perdida 
(%) 
0 
5’ e 30’ 161  
24h 163  
48h 153  
 
10 
5’ 42,0  
30’ 44,8 2,31 
24h 67 20,7 
48h 65 20,4 
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Gráfico 3- Representação gráfica da variação da actividade da peroxidase em 
função do tempo de inactivação a 80ºC para as diferentes medições a diferentes 
tempos para o teste 1. 
Para o teste 1, verifica-se que a peroxidase sofre reactivação 
até às 48 horas recuperando quase totalidade da sua actividade 
(gráfico 3), recuperando cerca de 90% da sua actividade 
relativamente à actividade perdida (tabela 5). 
 
 
Gráfico 4- Representação gráfica da variação da actividade da peroxidase em 
função do tempo de inactivação a 80ºC para as diferentes medições a diferentes 
tempos para o teste 2. 
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 Para o teste 2, a peroxidase sofre maior reactivação após 24 
horas mantendo-se após 48 horas (gráfico 4). Verifica-se ainda que a 
enzima recupera cerca de 20% da sua actividade após as 24 horas 
relativamente à sua actividade inicial (tabela 6). 
Uma vez que, ao longo deste trabalho experimental se pretende 
trabalhar sem reactivação desta enzima, a partir deste ensaio 
conclui-se que o melhor teste a usar nas inactivações é o teste 2.  
Verifica-se ainda, para os dois testes, que durante os 30 
minutos iniciais a peroxidase não sofre reactivação, o que permite 
maior tempo de medição aquando das inactivações uma vez que, e 
através destes resultados, se optou por medir a inactivação após 5 
minutos e a reactivação após 48 horas, sendo a solução de enzima 
deixada a 4ºC durante este período de tempo. 
 
2- Efeito dos tratamentos de pressão na estabilidade da 
peroxidase 
 
 Nos gráficos 5 a 8 apresentam-se as curvas de inactivação 
obtidas para a enzima não submetida a tratamentos prévios de 
pressão e submetida a 300 e 500MPa. É importante referir que antes 
de proceder às inactivações a diferentes temperaturas, foi 
determinada a actividade da enzima após pressurização e não se 
verificou qualquer efeito da pressurização na estabilidade da enzima. 
As curvas presentes são obtidas por regressão não-linear, usando os 
parâmetros estimados com o modelo de inactivação bi-exponencial 
descrito anteriormente. 
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Gráfico 5- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 75ºC, para as diferentes pressurizações estudadas (300 e 500 MPa). 
 
 
Gráfico 6- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 80ºC, para as diferentes pressurizações estudadas (300 e 500 MPa). 
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Gráfico 7- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 85ºC, para as diferentes pressurizações estudadas (300 e 500 MPa). 
 
Gráfico 8- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 90ºC, para as diferentes pressurizações estudadas (300 e 500 MPa). 
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 A 75ºC (gráfico 5) verifica-se uma diminuição da estabilidade 
da enzima com o aumento da pressão usada nos tratamentos. 
 A 80ºC (gráfico 6) verifica-se uma estabilização da enzima com 
o aumento da alta pressão usada nos tratamentos. 
 A 85ºC (gráfico 7) também se verifica uma estabilização da 
enzima com o aumento da alta pressão usada nos tratamentos sendo 
este efeito mais evidente na zona final da inactivação. Na zona inicial 
da inactivação, o aumento de estabilidade é apenas evidente para as 
pressões mais elevadas.  
 A 90ºC (gráfico 8) não se verifica diferenças significativas na 
estabilidade da enzima com o aumento da alta pressão usadas nos 
tratamentos.  
 É importante referir ainda que a temperatura de 
desnovelamento da peroxidase é 80-85ºC, o que poderá justificar os 
diferentes comportamentos da enzima nas temperaturas inferiores 
(75ºC), próximas (80 e 85ºC) e superiores (90ºC) a esta temperatura 
de desnovelamento, sendo que para temperaturas próximas desta 
temperatura a enzima sofre estabilização com o aumento da pressão 
usada nos tratamentos. Deste modo, os tratamentos de pressão 
parecem estar a ter efeito estabilizador na temperatura de 
inactivação próxima da temperatura de desnovelamento, pelo que 
poderá afectar a temperatura de desnovelamento da enzima. 
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3- Inactivação e reactivação Térmica 
 
 Após efectuadas as diferentes inactivações conforme descrito 
no plano experimental (tabela 2) e medida a actividade da peroxidase 
dessas mesmas amostras recolhidas durante a inactivação, 
obtiveram-se as seguintes representações gráficas, em que se 
representa a inactivação e reactivação térmica para os diferentes 
tratamentos de pressão e diferentes temperaturas em função do 
tempo de inactivação, em minutos. É ainda importante referir que: 
 A curva identificada por Rev+Irrev diz respeito à actividade 
medida após 5 minutos de arrefecimento, ou seja, sem que 
ocorra reactivação pelo que a actividade perdida se deve a 
causas reversíveis e irreversíveis; 
 A curva identificada como Irrev diz respeito à actividade medida 
após 48 horas de arrefecimento, ou seja, depois de ter ocorrido 
reactivação possível de actividade, pelo que a actividade 
perdida se deve apenas a causas irreversíveis; 
 A curva identificada como Rev, diz respeito à actividade perdida 
apenas devido a causas reversíveis, tendo sido obtido pelo 
modo que se descreve de seguida: 
 A5’perdida= A0-A5’R = Actividade perdida devido a causas 
reversíveis e irreversíveis; 
 A48hperdida= A0-A48hR = Actividade perdida devido apenas a 
causas irreversíveis; 
 A5’perdida - A48hperdida= A5’- 48h perdida apenas devido a causa 
reversíveis; 
 A0-A5’-48h= Actividade residual que se mediria 
experimentalmente se se pudesse quantificar a actividade 
residual que resultaria de apenas inactivação devido a 
causas reversíveis. 
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Os gráficos de 9 a 22 apresentam os resultados obtidos sendo 
estes discutidos com base nos parâmetros cinéticos obtidos para cada 
caso. 
 
Gráfico 9- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 75ºC, sem pressão. Os pontos representam os valores experimentais 
e as curvas correspondem aos valores obtidos por modelizaçã o. 
 
Gráfico 10- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 75ºC, após pressurização a 300 MPa. Os pontos representam os 
valores experimentais e as curvas correspondem aos valores obtidos por 
modelização.  
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Gráfico 11- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 75ºC, após pressurização a 500 MPa. Os pontos representam os 
valores experimentais e as curvas correspondem aos valores obtidos por 
modelização.  
 
Gráfico 12- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 80ºC, sem pressão. Os pontos representam os valores experimentais 
e as curvas correspondem aos valores obtidos por modelização. 
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Gráfico 13- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 80ºC, após pressurização a 300 MPa. Os pontos representam os 
valores experimentais e as curvas correspondem aos valores obtidos por 
modelização. 
 
Gráfico 14- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 80ºC, após pressurização a 500 MPa. Os pontos representam os 
valores experimentais e as curvas correspondem aos valores obtidos por 
modelização.  
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Gráfico 15- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 85ºC, sem pressão. Os pontos representam os valores experimentais 
e as curvas correspondem aos valores obtidos por modelização. 
 
Gráfico 16- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 85ºC, após pressurização a 300 MPa. Os pontos representam os 
valores experimentais e as curvas correspondem aos valores obtidos por 
modelização.  
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Gráfico 17- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 85ºC, após pressurização a 500 MPa. Os pontos representam os 
valores experimentais e as curvas correspondem aos valores obtidos por 
modelização.  
 
Gráfico 18- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 90ºC, sem pressão. Os pontos representam os valores experimentais 
e as curvas correspondem aos valores obtidos por modelização. 
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Gráfico 19- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 90ºC, após pressurização a 300 MPa. Os pontos representam os 
valores experimentais e as curvas correspondem aos valores obtidos por 
modelização.  
 
Gráfico 20- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 90ºC, após pressurização a 500 MPa. Os pontos representam os 
valores experimentais e as curvas correspondem aos valores obtidos por 
modelização. 
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Gráfico 21- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 95ºC, sem pressão. Os pontos representam os valores experimentais 
e as curvas correspondem aos valores obtidos por modelização. 
 
Gráfico 22- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 100ºC, sem pressão. Os pontos representam os valores experimentais 
e as curvas correspondem aos valores obtidos por modelização. 
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2.1- Parâmetros cinéticos 
 
A estimativa destes parâmetros cinéticos é feita através de dois 
passos: numa primeira fase determinam-se os parâmetros cinéticos 
(, k1 e k2) através de uma regressão não linear com o modelo de 
inactivação em série descrito anteriormente, com recurso ao matlab e 
depois determinam-se as energias de activação (Ea1 e Ea2). 
É importante referir que o valor de  representa em termos 
práticos, a fracção de actividade da enzima que se perde na segunda 
fase estando por isso relacionado com k2. O valor de k1 está 
relacionado com a perda de actividade na primeira fase da sua 
inactivação.  
 
Tabela 7- Registo dos valores dos parâmetros cinéticos obtido para cada 
temperatura de inactivação e tratamento de pressão com o respectivo erro com 
intervalo de confiança a 95%. 
Temperatura 
de inactivação 
(ºC) 
75 80 85 90 95 100 
0,1 MPa 
5’ 
 2,52E-1 (±2,02E-2) 
1,89E-1 
(±2,90E-2) 
2,75E-1 
(±3,51E-2) 
2,98E-1 
(±5,1E-2) 
3,69E-1 
(±4,96E-2) 
1,16E-1 
(±4,22E-2) 
k1 
4,47E-2 
(±4,61E-3) 
2,54E-1 
(±6,2E-2) 
4,50E-1 
(±1,70E-1) 
4,22E-1 
(±2,08E-1) 
6,9E-1 
(±3,93E-2) 
2,56E-1 
(±6,7E-2) 
k2 
2,86E-3 
(±2,43E-4) 
1,30E-2 
(±1,72E-3) 
2,25E-2 
(±1,19E-3) 
2,69E-2 
(±1,87E-3) 
3,17E-2 
(±2,38E-3) 
2,706E-2 
(±6,7E-3) 
48h 
 3,11E-1 (±2,93E-2) 
2,46E-1 
(±4,80E-2) 
2,37E-1 
(±3,98E-2) 
2,01E-1 
(±3,78E-2) 
2,67E-1 
(±5,6E-2) 
1,14E-1 
(±2,38E-2) 
k1 3,64E-2 (±5,0E-3) 
1,20E-1 
(±3,21E-2) 
2,15E-1 
(±7,1E-2) 
1,74E-1 
(±4,55E-2) 
2,81E-1 
(±1,37E-1) 
1,91E-1 
(±2,80E-2) 
k2 
2,05E-3 
(±2,78E-4) 
8,2E-3 
(±1,56E-3) 
1,27E-2 
(±1,26E-3) 
1,28E-2 
(±1,55E-3) 
1,55E-2 
(±1,99E-3) 
1,61E-2 
(±2,89E-3) 
300 MPa 
5’ 
 1,87E-1 (±2,05E-2) 
2,63E-1 
(±2,231E-2) 
1,64E-1 
(±2,97E-2) 
9,6E-2 
(±3,33E-2) 
  
k1 
4,2E-2 
(±3,90E-3) 
9,2E-2 
(±1,17E-2) 
1,74E-1 
(±3,78E-2) 
1,48E-1 
(±2,84E-2) 
  
k2 
3,17E-3 
(±3,10E-4) 
7,2E-3 
(±4,85E-4) 
1,47E-2 
(±1,42E-3) 
1,98E-2 
(±3,68E-3) 
  
48h 
 2,10E-1 
(±2,08E-2) 
5,0E-1 
(±3,71E-2) 
1,23E-1 
(±1,76E-2) 
1,04E-1 
(±1,84E-2) 
  
k1 
3,17E-2 
(±2,82E-3) 
1,21E-1 
(±3,55E-2) 
1,31E-1 
(±1,77E-2) 
1,29E-1 
(±1,62E-2) 
  
k2 
1,91E-3 
(±2,68E-4) 
5,8E-3 
(±4,74E-4) 
8,8E-3 
(±8,8E-4) 
1,33E-2 
(±1,36E-3) 
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500 MPa 
5’ 
 2,26E-1 (±1,89E-2) 
3,34E-1 
(±4,15E-2) 
3,72E-1 
(±6,3E-2) 
4,05E-1 
(±5,7E-2) 
  
k1 
5,7E-2 
(±5,7E-3) 
9,9E-2 
(±2,50E-2) 
1,62E-1 
(±6,3E-2) 
3,76E-1 
(±1,88E-1) 
  
k2 
5,3E-3 
(±2,52E-4) 
1,03E-2 
(±6,03E-4) 
1,65E-2 
(±2,97E-3) 
3,33E-2 
(±1,80E-3) 
  
48h 
 2,48E-1 (±1,71E-2) 
2,38E-1 
±5,3E-2 
2,46E-1 
(±3,34E-2) 
3,38E-1 
(±5,4E-2) 
  
k1 
4,69E-2 
(±3,82E-3) 
4,36E-2 
±7,8E-3 
6,8E-2 
(±8,9E-3) 
1,41E-1 
(±3,22E-2) 
  
k2 
3,79E-3 
(±2,01E-4) 
6,9E-3 
±8,9E-4 
9,8E-3 
(±7,43E-4) 
2,73E-2 
(±1,70E-3) 
  
 
2.1.1- Efeito em  
  
 Para o estudo de , com os dados obtidos (tabela 7), 
construíram-se os seguintes gráficos em que se relaciona os valores 
de  com o tratamento de pressão aplicado para uma determinada 
temperatura de inactivação, estando também representado o 
respectivo erro com intervalo de confiança de 95%. 
 
 
Gráfico 23- Representação gráfica dos valores obtidos de  em função dos 
respectivos tratamentos de pressão, para a temperatura de 75ºC. 
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Gráfico 24- Representação gráfica dos valores obtidos de  em função dos 
respectivos tratamentos de pressão, para a temperatura de 80ºC. 
 
 
Gráfico 25- Representação gráfica dos valores obtidos de  em função dos 
respectivos tratamentos de pressão, para a temperatura de 85ºC. 
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Gráfico 26- Representação gráfica dos valores obtidos de  em função dos 
respectivos tratamentos de pressão, para a temperatura de 90ºC. 
 
 Para  verifica-se um aumento mais acentuado no valor de  na 
reactivação da enzima sem pressurização, para temperaturas 
inferiores à sua temperatura de desnovelamento (gráfico 23). Para 
temperaturas superiores verifica-se uma diminuição do valor de  na 
reactivação (gráficos 24, 25 e 26). 
 Para temperaturas inferiores - 75ºC (gráfico 23) - o valor de  
diminui com o tratamento de alta pressão, não havendo no entanto 
diferenças significativas entre 300 MPa e 500 MPa. Para temperaturas 
próximas da temperatura de desnovelamento - 80ºC (gráfico 24) -
verifica-se um aumento do valor de  com o aumento da pressão 
exercida no tratamento aplicado. Para temperaturas superiores - 85 e 
90ºC (gráficos 25 e 26) – verifica-se uma diminuição do valor de  
após o tratamento a 300 MPa/15 minutos e um aumento bastante 
significativo após tratamento a 500 MPa/15 minutos, sendo este valor 
superior para temperaturas superiores. 
Construíram-se também os gráficos em que relacionam o valor 
de  obtido a cada temperatura de inactivação para os diferentes 
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tratamentos de pressão aplicados, para os tempos de medição: 5 
minutos e 48 horas. 
 
 
Gráfico 27- Representação gráfica dos valores obtidos de  em função da 
temperatura de inactivação, para os diferentes tratamentos de pressão após 5 
minutos de reactivação. 
 
Para a temperatura de 75ºC não se verificam diferenças 
significativas no valor de  após pressurização. Para o tratamento 
sem pressão (0,1 MPa) verifica-se existir uma tendência para o 
aumento do valor deste parâmetro cinético à medida que aumenta a 
temperatura usada na inactivação verificando-se ainda uma 
diminuição significativa para a inactivação realizada a 100ºC. Para 
300 MPa verifica-se um ligeiro aumento deste parâmetro cinético 
para a inactivação a 80ºC e depois uma diminuição deste valor com o 
aumento de temperatura. Para 500 MPa verifica-se o aumento do 
valor deste parâmetro cinético com o aumento da temperatura usada 
na inactivação, sendo os valores de  a esta pressão superiores que a 
0.1 MPa, para as temperaturas de 80 a 90ºC. 
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Gráfico 28- Representação gráfica dos valores obtidos de  em função da 
temperatura de inactivação, para os diferentes tratamentos de pressão após 48 
horas de reactivação. 
 
 Para a temperatura de 75ºC não se verificam diferenças 
significativas no valor de  com a reactivação. Para o tratamento sem 
pressão (0,1 MPa) e 500 MPa verifica-se uma estabilização com o 
aumento da temperatura, com a reactivação. Para 500 MPa verifica-
se ainda um aumento deste parâmetro para temperaturas mais altas. 
Para 300 MPa verifica-se um aumento significativo para a 
temperatura de 80ºC, diminuindo significativamente para 
temperaturas mais altas. 
 
2.1.2- Efeito em k1 
 
Para o estudo de k1, com os dados obtidos (tabela 7), 
construíram-se os seguintes gráficos em que se relaciona os valores 
de k1 com o tratamento de pressão aplicado para uma determinada 
temperatura de inactivação, estando também representado o 
respectivo erro com intervalo de confiança de 95%. 
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Gráfico 29- Representação gráfica dos valores obtidos de k1 em função dos 
respectivos tratamentos de pressão, para a temperatura de 75ºC. 
 
Gráfico 30- Representação gráfica dos valores obtidos de k1 em função dos 
respectivos tratamentos de pressão, para a temperatura de 80ºC. 
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Gráfico 31- Representação gráfica dos valores obtidos de k1 em função dos 
respectivos tratamentos de pressão, para a temperatura de 85ºC. 
 
 
Gráfico 32- Representação gráfica dos valores obtidos de k1 em função dos 
respectivos tratamentos de pressão, para a temperatura de 90ºC. 
 
Em k1, verifica-se que há uma tendência para haver diminuição 
do valor de k1 para todas as temperaturas e pressões exercidas nos 
tratamentos, com a reactivação. É importante referir que as barras 
de erro obtidas correspondentes ao erro com intervalo de confiança 
em 95% resultam da regressão não linear feita em matlab, uma vez 
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que para determinação deste parâmetro existem poucos pontos 
(primeira fase) como se pode ver pelos gráficos obtidos da 
modelização (gráficos 9 a 22). 
No entanto, verifica-se para temperaturas inferiores à 
temperatura de desnovelamento- 75ºC (gráfico 29) – um aumento do 
valor deste parâmetro cinético após tratamento a 500 MPa/15 
minutos. Para temperaturas próximas e superiores da temperatura de 
desnovelamento (gráficos 30, 31 e 32) há diminuição deste 
parâmetro após tratamento por alta pressão, embora este efeito 
tenha tendência a diminuir com o aumento de temperatura, tendo em 
conta as barras de erro com intervalo de confiança a 95%, 
contribuindo este resultado para a estabilização da enzima.  
Construíram-se também os gráficos em que relaciona o valor de 
k1 obtido a cada temperatura de inactivação para os diferentes 
tratamentos de pressão aplicados, para os tempos de medição: 5 
minutos e 48 horas. 
 
 
Gráfico 33- Representação gráfica dos valores obtidos de k1 em função da 
temperatura de inactivação, para os diferentes tratamentos de pressão após 5 
minutos de reactivação. 
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Para a temperatura de 75ºC não se verificam diferenças 
significativas no valor de k1 após pressurização. Para o tratamento 
sem pressão (0,1 MPa) verifica-se o aumento do valor deste 
parâmetro cinético à medida que aumenta a temperatura usada na 
inactivação verificando-se ainda uma diminuição significativa para a 
inactivação realizada a 100ºC. Para os dois tratamentos de pressão 
estudados verifica-se uma diminuição do valor deste parâmetro às 
diferentes temperaturas relativamente ao tratamento sem pressão 
verificando-se, ainda, uma tendência a aumentar com o aumento da 
temperatura. A 500 MPa verifica-se ainda um aumento significativo 
do valor deste parâmetro para temperaturas superiores. 
 
Gráfico 34- Representação gráfica dos valores obtidos de k1 em função da 
temperatura de inactivação, para os diferentes tratamentos de pressão após 48 
horas de reactivação. 
 Para a temperatura de 75ºC não se verificam diferenças 
significativas no valor de  com a reactivação. Para o tratamento sem 
pressão (0,1 MPa) verifica-se o mesmo comportamento que para os 5 
minutos. Para 300 MPa verifica-se um aumento do valor deste 
parâmetro para a temperatura de 80ºC e consequente estabilização 
para temperaturas superiores com o aumento da temperatura, com a 
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reactivação. Para 500 MPa verifica-se um ligeiro aumento deste 
parâmetro cinético para temperaturas superiores. 
Assim sendo, conclui-se que o aumento de temperatura com o 
tratamento de pressão causa diminuição do valor de k1 e 
consequentemente a quantidade de enzima que se perde de forma 
reversível na primeira fase de inactivação da peroxidase, traduzindo 
um aumento na estabilização da enzima. 
 
2.1.3- Efeito em k2 
 
Para o estudo de k2, com os dados obtidos (tabela 7), 
construíram-se os seguintes gráficos em que se relaciona os valores 
de k2 com o tratamento de pressão aplicado para uma determinada 
temperatura de inactivação, estando também representado o 
intervalo de confiança de 95%. 
 
 
Gráfico 35- Representação gráfica dos valores obtidos de k2 em função dos 
respectivos tratamentos de pressão, para a temperatura de 75ºC. 
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Gráfico 36- Representação gráfica dos valores obtidos de k2 em função dos 
respectivos tratamentos de pressão, para a temperatura de 80ºC. 
 
 
Gráfico 37- Representação gráfica dos valores obtidos de k2 em função dos 
respectivos tratamentos de pressão, para a temperatura de 85ºC. 
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Gráfico 38- Representação gráfica dos valores obtidos de k2 em função dos 
respectivos tratamentos de pressão, para a temperatura de 90ºC. 
 
 Para k2, verifica-se a diminuição do valor de k2 com a 
reactivação para todas as temperaturas e tratamentos de pressão 
estudados. Para temperaturas inferiores à temperatura de 
desnovelamento - 75ºC (gráfico 35) - verifica-se o aumento do valor 
de k2 após o tratamento por alta pressão. Para temperaturas 
próximas e superior à temperatura de desnovelamento – 80, 85 e 
90ºC (gráficos 36 a 38) – verifica-se uma diminuição do valor de k2 
após o tratamento por alta pressão a 300 MPa e superior para 500 
MPa. 
Construíram-se também os gráficos em que relaciona o valor de 
k2 obtido a cada temperatura de inactivação para os diferentes 
tratamentos de pressão aplicados, para os tempos de medição: 5 
minutos e 48 horas. 
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Gráfico 39- Representação gráfica dos valores obtidos de k2 em função da 
temperatura de inactivação, para os diferentes tratamentos de pressão após 5 
minutos de reactivação. 
 
Para a temperatura de 75ºC não se verificam diferenças 
significativas no valor de k2 após pressurização. Verifica-se o 
aumento do valor deste parâmetro cinético para todos os tratamentos 
de pressão sendo este aumento mais significativo para o tratamento 
a 500 MPa, seguido da inactivação a 90ºC. 
 
Gráfico 40- Representação gráfica dos valores obtidos de k2 em função da 
temperatura de inactivação, para os diferentes tratamentos de pressão após 48 
horas de reactivação. 
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 Com a reactivação, continua a verificar-se o aumento do valor 
deste parâmetro cinético com o aumento da temperatura embora 
este seja menos acentuado que aos 5 minutos. Verifica-se também o 
aumento mais significativo para o tratamento a 500 MPa seguido da 
inactivação a 90ºC. 
Assim sendo, conclui-se que para pressões e temperaturas mais 
altas a quantidade de enzima que se perde na segunda fase 
aumenta, estando de acordo com o que foi verificado na análise dos 
resultados obtidos para o parâmetro , traduzindo um aumento na 
estabilização da enzima. 
 No estudo sem pressurização foram ainda estudadas as 
temperaturas de 95 e 100ºC onde se verificou uma diminuição dos 
valores dos 3 parâmetros cinéticos que se pode dever ao efeito 
agressivo destas temperaturas na conformação da enzima e 
consequentemente na cinética desta.  
 
2.1.4- Efeito na Energia de activação (Ea) 
 
Para o estudo de Ea, com os dados obtidos (tabela 8) 
construíram-se os seguintes gráficos em que se relaciona o valor de 
Ea1 e Ea2 para cada tratamento de pressão.  
Tabela 8- Registo dos valores de energia de activação (Ea) obtidos para cada 
temperatura de inactivação e tratamento de pressão, com o respectivo valor de 
correlação obtido da linearização. 
 Ea1(KJmol-1) R2 Ea2(KJmol-1) R2 
0,1 MPa 
5’ 63480 0,86 61988 0,91 
48h 50411 0,71 41332 0,85 
300 MPa 
5’ 96320 0,81 125572 0,79 
48h 91220 0,65 131295 0,94 
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500 MPa 
5’ 128477 0,98 125665 0,99 
48h 124849 0,98 132195 0,96 
Nota: Para o cálculo das energias de activação apenas se usaram 3 pontos na 
linearização, daí não se ter determinado o erro com intervalo de confiança a 95%. 
 
 
Gráfico 41- Representação gráfica dos valores obtidos de Ea1 para cada tratamento 
de pressão efectuado. 
 
 
Gráfico 42- Representação gráfica dos valores obtidos de Ea2 para cada tratamento 
de pressão efectuado. 
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Na energia de activação verifica-se aumento quer de Ea1 
(gráfico 41) e Ea2 (gráfico 42) após processamento por alta pressão. 
No entanto, para Ea2 não se verificam diferenças entre os dois 
tratamentos enquanto que o valor de Ea1 aumenta com o aumento da 
pressão usada no tratamento. Com a reactivação verifica-se uma 
diminuição para a inactivação da enzima sem pressão. Após 
pressurização, não há diferenças significativas na reactivação quer 
em Ea1 ou Ea2. 
 
2.1.5- Inactivação devido só a causas reversíveis 
 
 Através das representações gráficas de log(A/A0*100) em 
função do tempo de inactivação para as diferentes temperaturas e 
tratamentos de pressão verifica-se que a actividade perdida por 
causas reversíveis segue um perfil idêntico para todos os casos, 
decrescendo ligeiramente no inicio da inactivação e depois reactiva 
estabilizando próximo do valor inicial de actividade. Pode-se com isto 
verificar, que a quantidade de actividade perdida por causas 
reversíveis se verifica no início da inactivação, e uma vez que a 
peroxidase apresenta duas fases e que a primeira fase é bastante 
pequena, conclui-se que a actividade perdida por causas reversíveis 
se perde na primeira fase da inactivação. 
 Através da linearização dos pontos onde a actividade decresce 
consegue-se estimar o valor da constante cinética (krev) para a perda 
desta actividade, estando os resultados na tabela 9. 
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Tabela 9- Registo dos valores resultantes da estimativa da perda de actividade 
residual reversível obtidos para cada temperatura de inactivação e tratamento de 
pressão, com o respectivo valor de correlação obtido da linearização. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nota: Devido ao reduzido número de pontos é à rápida perda de actividade na 
primeira fase. Os valores apresentados são apenas uma estimativa (R2=1, significa 
que só foi possível usar 2 pontos). 
 
 Na determinação de krev, e embora estes resultados sejam 
apenas uma estimativa, verifica-se uma diminuição do valor deste 
parâmetro (tabela 9) com o aumento da temperatura usada nas 
inactivações sem tratamento de pressão. Após a pressurização a 300 
MPa/15 minutos verifica-se uma diminuição do valor de krev, o que 
suporta a estabilização verificada na primeira fase da inactivação da 
peroxidase referida na análise do parâmetro cinético k1. Para 500 
Temperatura 
(ºC) 
krev (min-1) R2 
0,1 MPa 
75 3,00E-3 0,97 
80 1,12E-2 0,92 
85 2,72E-2 1,00 
90 1,86E-2 1,00 
95 
Não foi possível 
determinar 
 
100 2,05E-2 1,00 
300 MPa 
75 2,58E-3 1,00 
80 9,4E-3 0,99 
85 2,23E-2 1,00 
90 2,99E-2 1,00 
500 MPa 
75 1,44E-2 0,97 
80 1,22E-2 0,96 
85 3,86E-2 1,00 
90 2,82E-2 1,00 
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MPa o valor de krev é superior ao valor obtido sem pressurização, o 
que contribui para a desestabilização verificada. 
 
3- Efeito da concentração da peroxidase 
 
 Como se verificou que a enzima era bastante estável à 
temperatura, decidiu-se estudar o efeito da concentração da mesma 
na inactivação, a 100ºC. 
 Assim, nesta fase do trabalho procedeu-se à inactivação a 
100ºC de soluções de diferentes concentrações de peroxidase, 
conforme o plano experimental descrito (tabela 2). Os resultados 
foram tratados pelo mesmo método que os resultados obtidos nas 
inactivações, sendo apresentados nos seguintes gráficos. 
 
 
Gráfico 43- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 100ºC, para a solução de peroxidase de concentração 0,01 mg/ml. Os 
pontos representam os valores experimentais e as curvas correspondem aos 
valores obtidos por modelização. 
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Gráfico 44- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 100ºC, para a solução de peroxidase de concentração 0,02 mg/ml. Os 
pontos representam os valores experimentais e as curvas correspondem aos 
valores obtidos por modelização. 
 
 
Gráfico 45- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 100ºC, para a solução de peroxidase de concentração 0,04 mg/ml. Os 
pontos representam os valores experimentais e as curvas correspondem aos 
valores obtidos por modelização. 
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Gráfico 46- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 100ºC, para a solução de peroxidase de concentração 0,1 mg/ml. Os 
pontos representam os valores experimentais e as curvas correspondem aos 
valores obtidos por modelização.  
 
 
Gráfico 47- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 100ºC, para a solução de peroxidase de concentração 0,2 mg/ml. Os 
pontos representam os valores experimentais e as curvas correspondem aos 
valores obtidos por modelização. 
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3.1- Parâmetros cinéticos 
 
Os parâmetros cinéticos foram determinados pelo mesmo 
método referido anteriormente, estando os resultados registados na 
tabela 10 e nos gráficos seguintes. 
 
Tabela 10- Registo dos valores dos parâmetros cinéticos obtido para cada 
concentração de solução de peroxidase na cinética de inactivação a 100ºC, com o 
respectivo erro com intervalo de confiança a 95%. 
Concentração 
da peroxidase 
(mg/ml) 
0,01 0,02 0,04 0,1 0,2 
5’ 
 1,62E-1 (±5,8E-2) 
1,16E-1 
(±4,22E-2) 
1,97E-1 
(±2,50E-2) 
1,79E-1 
(±2,05E-2) 
1,92E-1 
(±2,14E-2) 
k1 
2,84E-1 
(±7,3E-2) 
2,56E-1 
(±6,64E-2) 
4,02E-1 
(±7,3E-2) 
5,1E-1 
(±8,6E-2) 
1,11 
(±4,18E-1) 
k2 
4,41E-2 
(±8,3E-3) 
2,70E-2 
(±6,7E-3) 
3,55E-2 
(±2,58E-3) 
3,87E-2 
(±2,41E-3) 
2,91E-2 
(±1,94E-3) 
48h 
 2,48E-1 (±3,10E-2) 
1,14E-1 
(±2,38E-2) 
2,11E-1 
(±2,87E-2) 
2,45E-1 
(±2,06E-2) 
2,70E-1 
(±2,26E-2) 
k1 2,89E-1 (±4,72E-2) 
1,91E-1 
(±2,80E-2) 
2,55E-1 
(±4,61E-2) 
3,01E-1 
(±4,61E-2) 
8,5E-1 
(±2,57E-1) 
k2 
4,60E-2 
(±2,38E-3) 
1,61E-2 
(±2,89E-3) 
2,88E-2 
(±2,01E-3) 
1,66E-2 
(±1,30E-3) 
1,91E-2 
(±1,45E-3) 
 
3.1.1- Efeito em  
 
Para o estudo de , com os dados obtidos (tabela 10), 
construíram-se os seguintes gráficos em que se relaciona os valores 
de  com a concentração da peroxidase aquando da inactivação a 
100ºC, estando também representado o respectivo erro com intervalo 
de confiança de 95%. 
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Gráfico 48- Representação gráfica dos valores obtidos de  em função das 
concentrações das diferentes soluções de peroxidase, para a temperatura de 
100ºC. 
 
No efeito em  verifica-se para todas as concentrações um 
aumento do valor deste parâmetro na reactivação, havendo ainda 
uma tendência, embora ligeira, de aumento com o aumento da 
concentração da peroxidase. No entanto, verifica-se uma diminuição 
significativa entre as concentrações 0,01 e 0,02 mg/ml. 
 
3.1.2- Efeito em k1 
 
Para o estudo de k1, com os dados obtidos (tabela 10), 
construíram-se os seguintes gráficos em que se relaciona os valores 
de k1 com a concentração da peroxidase aquando da inactivação a 
100ºC, estando também representado o erro com intervalo de 
confiança de 95%. 
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Gráfico 49- Representação gráfica dos valores obtidos de k1 em função das 
concentrações das diferentes soluções de peroxidase, para a temperatura de 
100ºC. 
 
Para k1 verifica-se uma diminuição do valor deste parâmetro na 
reactivação aumentando, no entanto, com o aumento da 
concentração da peroxidase. Devido a este aumento, pode concluir-se 
que na primeira fase o aumento de concentração da enzima provoca 
uma diminuição da estabilidade. 
 
3.1.3- Efeito em k2 
 
Para o estudo de k2, com os dados obtidos (tabela 10), 
construíram-se os seguintes gráficos em que se relaciona os valores 
de k2 com a concentração da peroxidase aquando da inactivação a 
100ºC, estando também representado o erro com intervalo de 
confiança de 95%. 
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Gráfico 50- Representação gráfica dos valores obtidos de k2 em função das 
concentrações das diferentes soluções de peroxidase, para a temperatura de 
100ºC. 
Para k2 (gráfico 50), verifica-se uma diminuição do valor deste 
parâmetro na reactivação. O valor de k2 diminui significativamente de 
0,01 para 0,02 mg/ml, aumenta um pouco para 0,05mg/ml e depois 
estabiliza para os 5’ a 4ºC e decresce para 48h a 4ºC. 
 
 
 
3.1.4- Inactivação devido só a causas reversíveis 
 
 Este efeito foi determinado pelo mesmo método referido 
anteriormente, estando os resultados registados na tabela 11. 
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Tabela 11- Registo dos valores resultantes da estimativa da perda de actividade 
residual reversível obtidos para cada concentração de peroxidase, com o respectivo 
valor de correlação obtido da linearização. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nota: Os valores de R2 traduzem a precariedade de pontos para realização da 
linearização. 
 
 Com os valores obtidos para krev (tabela 11) verifica-se um 
aumento com o aumento da concentração da peroxidase, com 
excepção de 0,2 mg/ml o que está de acordo com o que foi referido 
na análise do parâmetro cinético k1.  
 
4- Tampão Tris-HCl vs Tampão Fosfato 
  
 Como o efeito da pressão na estabilidade térmica da peroxidase 
não foi o mesmo que o verificado por (Sousa e Saraiva, 2001) pensa-
se que tal pode estar relacionado com o tampão usado, dado que 
neste trabalho foi usado tampão Fosfato. 
Assim, nesta fase do trabalho procedeu-se à inactivação a 80ºC 
de solução de peroxidase preparada em tampão fosfato 0,1 M, 
conforme o plano experimental descrito (tabela 2) com o objectivo de 
comparação com o trabalho realizado anteriormente por (Sousa e 
Saraiva, 2001). Os resultados foram tratados e analisados pelo 
mesmo método que os resultados obtidos nas inactivações, sendo 
apresentados nos seguintes gráficos. 
Concentração 
(mg/ml) 
 krev (min-1) R2 
100ºC 
0,01 1,37E-2 1,00 
0,02 2,05E-2 1,00 
0,04 2,79E-2 1,00 
0,1 4,66E-2 1,00 
0,2 4,12E-2 1,00 
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 Os resultados obtidos foram comparados, além do efeito do 
tratamento de pressão efectuado, com os resultados obtidos para a 
inactivação a 80ºC sem tratamento de pressão para o tampão Tris-
HCl. 
 
 
 
Gráfico 51- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 80ºC, para a solução de peroxidase preparada em Tampão Tris-HCl, 
sem tratamento de pressão. Os pontos representam os valores experimentais e as 
curvas correspondem aos valores obtidos por modelização. 
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Gráfico 52- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 80ºC, para a solução de peroxidase preparada em Tampão Fosfato 
sem tratamento de pressão. Os pontos representam os valores experimentais e as 
curvas correspondem aos valores obtidos por modelização. 
 
Gráfico 53- Representação gráfica de log(A/A0*100) em função do tempo de 
inactivação a 80ºC, para a solução de peroxidase preparada em Tampão Fosfato 
após tratamento a 200MPa durante 30 minutos. Os pontos representam os valores 
experimentais e as curvas correspondem aos valores obtidos por modelização. 
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4.1- Parâmetros cinéticos 
 
Os parâmetros cinéticos foram determinados pelo mesmo 
método referido anteriormente, estando os resultados registados na 
tabela 12 e nos gráficos seguintes. 
Tabela 12- Registo dos valores dos parâmetros cinéticos obtido para cada 
tratamento de pressão para estudar o efeito do tampão na cinética de inactivação a 
80ºC, com o respectivo erro com intervalo de confiança a 95%. 
0,1MPa- Tampão Tris-HCl 0,1 M 
5’ 
 1,89E-1 (±2,90E-2) 
K1 2,54E-1 (±6,2E-2) 
K2 1,30E-2 (±1,72E-3) 
48h 
 2,46E-1 (±4,80E-2) 
K1 1,20E-1 (±3,21E-2) 
K2 8,2E-3 (±1,56E-3) 
0,1Mpa- Tampão Fosfato 0,1 M 
5’ 
 4,90E-1 (±3,34E-2) 
K1 6,6E-1 (±2,89E-1) 
K2 2,14E-2 (±1,16E-3) 
48h 
 6,9E-1 (±4,80E-2) 
K1 4,75E-1 (±2,55E-1) 
K2 1,32E-2 (±8,0E-4) 
200MPa/30min- Tampão Fosfato 0,1 M 
5’ 
 5,1E-1 (±5,8E-2) 
K1 5,8E-1 (±3,16E-1) 
K2 2,42E-2 (±3,13E-3) 
48h 
 6,3E-1 (±5,2E-2) 
K1 4,56E-1 (±3,72E-1) 
K2 1,55E-2 (±9,4E-4) 
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4.1.1- Efeito em  
 
Para o estudo de , com os dados obtidos (tabela 12), 
construíram-se os seguintes gráficos em que se relaciona os valores 
de  obtidos para as duas soluções tampão e tratamentos de pressão 
para a inactivação a 80ºC, estando também representado o erro com 
intervalo de confiança de 95%. 
 
 
Gráfico 54- Representação gráfica dos valores obtidos de  em função das 
preparações de peroxidase nas diferentes soluções Tampão e tratamentos de 
pressão, para a temperatura de 80ºC. 
 
Para , verifica-se para os 3 casos um aumento do valor deste 
parâmetro na reactivação, aumentando para mais do dobro na 
mudança de tampão Tris-HCl para tampão fosfato. Com o tratamento 
de pressão, em tampão fosfato, não se verificam diferenças 
significativas. Estes resultados permitem concluir que, com tampão 
fosfato aumenta a quantidade de enzima que se perde na segunda 
fase da inactivação.  
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4.1.2- Efeito em k1 
 
Para o estudo de k1, com os dados obtidos (tabela 12), 
construíram-se os seguintes gráficos em que se relaciona os valores 
de k1 obtidos para as soluções Tampão e tratamentos de pressão 
aquando da inactivação a 80ºC, estando também representado o 
respectivo erro no intervalo de confiança de 95%. 
 
 
Gráfico 55- Representação gráfica dos valores obtidos de k1 em função das 
preparações de peroxidase nas diferentes soluções Tampão e tratamentos de 
pressão, para a temperatura de 80ºC. 
 
Para k1 verifica-se o mesmo que foi referido para , embora 
haja tendência para a diminuição do valor deste parâmetro na 
reactivação. É ainda importante referir que as barras de erro obtidas 
correspondentes ao intervalo de confiança em 95% resultam da 
regressão não-linear feita em matlab, uma vez que para 
determinação deste parâmetro existem poucos pontos (primeira fase) 
como se pode ver pelos gráficos obtidos da modelização (gráficos 51 
a 53). 
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4.1.3- Efeito em k2 
 
Para o estudo de k2, com os dados obtidos (tabela 12), 
construíram-se os seguintes gráficos em que se relaciona os valores 
de k2 obtidos para as soluções tampão e tratamentos de pressão 
aquando da inactivação a 80ºC, estando também representado o 
respectivo erro no intervalo de confiança de 95%. 
 
 
Gráfico 56- Representação gráfica dos valores obtidos de k2 em função das 
preparações de peroxidase nas diferentes soluções Tampão e tratamentos de 
pressão, para a temperatura de 80ºC. 
 
Para k2 (gráfico 56), verifica-se o mesmo que referido na 
análise do parâmetro k1, aumentando o valor desse parâmetro em 
tampão fosfato. 
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4.1.4- Inactivação devido só a causas reversíveis 
 
A estimativa do valor de krev reversível foi determinada pelo 
mesmo método referido anteriormente, estando os resultados 
registados na tabela 13. 
 
Tabela 13- Registo dos valores resultantes da estimativa da perda de actividade 
residual reversível obtidos para cada temperatura de inactivação e tratamento de 
pressão, com o respectivo valor de correlação obtido da linearização. 
 
 
Para os valores obtidos para krev (tabela 13), verifica-se um 
aumento deste valor para o tampão fosfato como seria de esperar 
pelo que foi concluído da análise do parâmetro k1 tendo a pressão o 
efeito de diminuir o valor deste parâmetro neste tampão. 
 
Tampão 
Pressão/ 
Tempo 
(MPa/min) 
krev (min-1) R2 
80ºC 
Tris-HCl 0,1 1,12E-2 0,92 
Fosfato 
0,1 2,96E-2 0,86 
200/30 2,13E-2 0,99 
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Parte IV. Conclusão 
   
 Tal como no trabalho realizado por (Sousa e Saraiva, 2001) 
verificou-se que as pressões usadas neste trabalho influenciam a 
estabilidade da peroxidase, ocorrendo uma estabilização para as 
temperaturas de inactivação usadas próximas da temperatura de 
desnovelamento (80 - 85ºC). Algumas das diferenças encontradas ao 
longo deste trabalho em comparação ao realizado anteriormente 
podem dever-se a: 
 diferentes graus de pureza da enzima; 
 aos diferentes tampões usado; 
 ao facto de se ter usado um aparelho de pressão diferente, 
levando a tempos para atingir a pressão e tempos de 
descompressão diferentes. 
 Nos ensaios sobre a inactivação e reactivação térmica, os 
resultados foram discutidos com base nos parâmetros cinéticos 
determinados. Na inactivação conclui-se que com o aumento da 
temperatura a que se realizaram as inactivações e com o aumento da 
pressão a que se realizam as pressurizações, a quantidade de enzima 
que se perde na segunda fase aumenta, uma vez que se verifica um 
aumento nos valores dos parâmetros cinéticos  e k2. Verifica-se 
ainda uma diminuição significativa no valor do parâmetro cinético k1 
com o aumento de temperatura para ambas as pressões estudadas 
(300 e 500 MPa), ou seja, os tratamentos de pressão aumentam a 
estabilidade da enzima que inactiva na primeira fase.  
De forma geral, para temperaturas inferiores à temperatura de 
desnovelamento da peroxidase, não se verificam diferenças 
significativas no valor dos parâmetros cinéticos após pressurização.   
Relativamente à energia de activação (Ea), verifica-se um 
aumento deste parâmetro cinético após pressurização. 
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 No caso da reactivação térmica, verifica-se um aumento no 
valor do parâmetro  para tratamentos sem pressão e para 
temperaturas inferiores à temperatura de desnovelamento da 
enzima, já para temperaturas superiores verifica-se uma diminuição 
no valor deste parâmetro cinético. Com a reactivação verifica-se uma 
diminuição dos valores dos parâmetros cinéticos k1 e k2 para todas as 
temperaturas e pressões estudadas. Com estes resultados conclui-se 
que com a reactivação há recuperação de parte da actividade de 
peroxidase que se havia perdido na primeira fase. Relativamente à 
energia de inactivação (Ea), não se verificam diferenças significativas 
com a reactivação, excepto para a enzima que foi inactivada sem 
pressão em que se verificou uma diminuição acentuada neste valor. 
Relativamente ao efeito do aumento da concentração da enzima 
no parâmetro cinético  verifica-se o aumento do seu valor tanto na 
inactivação térmica como na reactivação. No entanto verifica-se uma 
diminuição significativa no valor do parâmetro cinético  entre as 
concentrações 0,01 e 0,02 mg/ml. Um aumento da concentração da 
peroxidase causa um aumento de k1, enquanto para o k2 primeiro se 
verifica uma diminuição, seguida de um aumento, ocorrendo depois 
uma estabilização.          
 Relativamente ao estudo do efeito do tampão no parâmetro 
cinético , verifica-se o aumento do seu valor tanto na inactivação 
térmica como na reactivação, aumentando para mais do dobro na 
mudança de tampão Tris-HCl para tampão Fosfato. Os valores dos 
parâmetros cinéticos k1 e k2 apresentam tendência para diminuir na 
reactivação. Já na inactivação, o valor destes parâmetros aumenta 
significativamente no tampão fosfato. Os resultados obtidos permitem 
concluir que a peroxidase apresenta mais resistência em tampão Tris-
HCl. Em tampão fosfato, a peroxidase não apresenta diferenças 
significativas na sua cinética de inactivação após a pressurização. 
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Assim sendo, os resultados obtidos neste trabalho, suscitam 
interesse para a sua continuação, tendo interesse desenvolver o 
mesmo estudo para pressões inferiores podendo ter bastantes 
potencialidades, uma vez que se poderá alterar a estabilidade da 
enzima após ser pressurizada permitindo aumentar a sua 
estabilidade. 
Outra área interessante a desenvolver seria estudar o efeito 
combinado de alta pressão com temperatura na cinética de 
inactivação e reactivação da peroxidase. 
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Anexos 
1- Actividade da peroxidase em função da sua concentração 
 
Tabela 14- Tabela 14-Registo dos valores das diferentes concentrações da 
peroxidase e respectivo valor de actividade determinado a partir da expressão de 
Beer-Lambert com =6,58 M-1cm-1, onde dA/min representa o valor do declive 
obtido. 
[POD](mg/ml) 
 
[POD] cuvette 
(mg/ml) 
dA/min Act POD 
(mol/min) 
0,005 1,6667E-04 0,39688 90,474 
0,008 2,6667E-4 0,71565 163,14 
0,01 3,3333E-4 0,86741 197,74 
0,02 6,6667E-4 1,4299 325,97 
 
Ao realizar estes ensaios teve-se em consideração o 
comportamento da enzima uma vez que se pretendia que esta fosse 
linear no primeiro minuto aquando das medições da actividade da 
peroxidase ao longo do trabalho experimental. 
 Assim sendo, de seguida apresento os gráficos obtidos que 
permitiram o cálculo do valor de declive (dA/min). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 57- Representação gráfica dos valores 
de absorvância durante 4 minutos para a 
solução de peroxidase de concentração 0,005 
mg/ml. 
Gráfico 58- Representação gráfica dos valores 
de absorvância durante 4 minutos para a 
solução de peroxidase de concentração 0,008 
mg/ml. 
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Uma vez que se pretendia trabalhar no primeiro minuto 
garantindo que a peroxidase se encontrava na zona linear usou-se a 
solução de enzima de concentração 0,008 mg/ml.  
 
 
 
 
Gráfico 59- Representação gráfica dos valores 
de absorvância durante 4 minutos para a 
solução de peroxidase de concentração 0,01 
mg/ml. 
 
Gráfico 60- Representação gráfica dos valores 
de absorvância durante 4 minutos para a 
solução de peroxidase de concentração 0,02 
mg/ml. 
 
